
www.sciencejournals.ru

Том 70, Номер 7

ФИЗИОЛОГИЯ
РАСТЕНИЙ

Декабрь 2023
ISSN 0015-3303

Индекс 71025

Ф
И

З
И

О
Л

О
Г

И
Я

 Р
А

С
Т

Е
Н

И
Й

 •
 Т

о
м

 7
0

 •
  

№
  7

 
• 

2
0

2
3 

IS
S

N
 0

01
5-

33
03

 Ф
из

ио
ло

ги
я 

р
ас

те
ни

й,
 2

02
3,

 т
о

м
 7

0,
 №

 7

Вторичные метаболиты
растительных организмов

Журналы РАН,  выходящие в свет на русском языке

* Материалы журнала издаются группой Pleiades Publishing на английском языке

Р О С С И Й С К А Я  А К А Д Е М И Я  Н А У К

Автоматика и телемеханика* 
Агрохимия 
Азия и Африка сегодня 
Акустический журнал* 
Астрономический вестник. Исследования солнечной системы* 
Астрономический журнал* 
Биологические мембраны* 
Биология внутренних вод* 
Биология моря* 
Биоорганическая химия* 
Биофизика* 
Биохимия* 
Ботанический журнал 
Вестник древней истории 
Вестник Российской академии наук* 
Вестник российской сельскохозяйственной науки 
Водные ресурсы* 
Вопросы истории естествознания и техники 
Вопросы ихтиологии* 
Вопросы языкознания 
Вулканология и сейсмология* 
Высокомолекулярные соединения (Серия A, B, C)* 
Генетика* 
Геология рудных месторождений* 
Геомагнетизм и аэрономия* 
Геоморфология и палеогеография 
Геотектоника* 
Геохимия* 
Геоэкология, инженерная геология, гидрогеология, геокриология 
Государство и право 
Дефектоскопия* 
Дифференциальные уравнения* 
Доклады РАН. Математика, информатика, процессы управления* 
Доклады РАН. Науки о Жизни* 
Доклады РАН. Науки о Земле* 
Доклады РАН. Физика, технические науки* 
Доклады РАН. Химия, науки о материалах* 
Журнал аналитической химии* 
Журнал высшей нервной деятельности имени И.П. Павлова 
Журнал вычислительной математики и математической физики* 
Журнал неорганической химии* 
Журнал общей биологии 
Журнал общей химии* 
Журнал органической химии* 
Журнал прикладной химии* 
Журнал физической химии* 
Журнал эволюционной биохимии и физиологии* 
Журнал экспериментальной и теоретической физики* 
Записки Российского минералогического общества* 
Зоологический журнал 
Известия РАН. Механика жидкости и газа* 
Известия РАН. Механика твердого тела* 
Известия РАН. Серия биологическая* 
Известия РАН. Серия географическая* 
Известия РАН. Серия литературы и языка 
Известия РАН. Серия физическая* 
Известия РАН. Теория и системы управления* 
Известия РАН. Физика атмосферы и океана* 
Известия РАН. Энергетика * 
Известия Русского географического общества* 
Исследование Земли из космоса* 
Кинетика и катализ* 
Коллоидный журнал* 
Координационная химия* 
Космические исследования* 
Кристаллография* 
Латинская Америка 
Лёд и Снег 
Лесоведение* 
Литология и полезные ископаемые* 

Математическое моделирование* 
Мембраны и мембранные технологии 
Металлы*  
Микология и фитопатология 
Микробиология* 
Микроэлектроника* 
Молекулярная биология* 
Нейрохимия* 
Неорганические материалы* 
Нефтехимия* 
Новая и новейшая история 
Общественные науки и современность 
Общество и экономика 
Океанология* 
Онтогенез* 
Палеонтологический журнал* 
Паразитология* 
Петрология* 
Письма в Астрономический журнал: астрономия и космическая астрофизика* 
Письма в Журнал экспериментальной и теоретической физики* 
Поверхность. Рентгеновские, синхротронные и нейтронные 
исследования* 
Почвоведение* 
Приборы и техника эксперимента* 
Прикладная биохимия и микробиология* 
Прикладная математика и механика* 
Проблемы Дальнего Востока 
Проблемы машиностроения и надежности машин* 
Проблемы передачи информации* 
Программирование* 
Психологический журнал 
Радиационная биология. Радиоэкология 
Радиотехника и электроника* 
Радиохимия* 
Расплавы* 
Растительные ресурсы 
Российская археология 
Российская история 
Российская сельскохозяйственная наука* 
Российский физиологический журнал имени И.М. Сеченова * 
Русская литература 
Русская речь 
Славяноведение 
Сенсорные системы 
Социологические исследования 
Стратиграфия. Геологическая корреляция* 
США и Канада: экономика, политика, культура 
Теоретические основы химической технологии* 
Теплофизика высоких температур* 
Успехи современной биологии* 
Успехи физиологических наук 
Физика Земли* 
Физика и химия стекла* 
Физика металлов и металловедение* 
Физика плазмы* 
Физикохимия поверхности и защита материалов* 
Физиология растений* 
Физиология человека* 
Химическая физика* 
Химия высоких энергий* 
Химия твердого топлива* 
Цитология* 
Человек 
Экология* 
Экономика и математические методы 
Электрохимия* 
Энтомологическое обозрение* 
Этнографическое обозрение 
Ядерная физика 



СОДЕРЖАНИЕ

Том 70, номер 7, 2023

Спецвыпуск “Вторичные метаболиты растительных организмов”
Приглашенные редакторы А.М. Носов, Е.В. Попова

ОБЗОРЫ

Антоцианы растений: структура, регуляция биосинтеза, функции, экология
Т. К. Головко 701

Фуранокумарины зонтичных: история исследования, разнообразие, генетические основы 
синтеза, физиологическая роль в растении и применение в медицине

В. Ю. Штратникова 715

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Фенологические вариации вторичных метаболитов Dracocephalum charkeviczii
В. П. Григорчук, О. В. Наконечная, О. В. Грищенко, А. Б. Безделев 736

Получение длительно культивируемой эмбриогенной культуры Papaver rupifragum Boiss. 
& Reut. и ее цитологическое и биохимическое исследование

Н. И. Румянцева, Ю. А. Костюкова, А. И. Валиева, А. Н. Акулов, М. В. Агеева 743

Изменчивость состава биологически активных веществ в цветках и листьях
Achillea asiatica Serg. в зависимости от региона произрастания

В. П. Курченко, Н. В. Сушинская, Е. В. Чудновская, Е. И. Тарун, П. С. Шабуня, 
А. Д. Лодыгин, И. А. Хрусталева, А. Н. Куприянов 758

Фенольные соединения растений Bidens tripartita (L.) и Bidens pilosa (L.) 
из разных мест обитания

Э. Бименьиндавьи, Л. З. Хуснетдинова, О. А. Тимофеева 765

Содержание генциопикрозида в природных популяциях Gentiana cruciata L., 
произрастающих на территории Республики Татарстан

Л. З. Хуснетдинова, А. Н. Акулов, С. А. Дубровная, 
О. А. Тимофеева, Р. М. Мухаметшина 774

Определение комплекса полифенольных соединений в ягодах камчатской жимолости
Lonicera caerulea var. kamtschatica Sevast

М. П. Разгонова, Е. Н. Петруша, Е. А. Русакова, К. С. Голохваст 782

Флавоноидные гликозиды в листьях растений рода Nigella L.
С. Н. Шиш, П. С. Шабуня, С. А. Фатыхова, В. Н. Решетников, Е. В. Спиридович 790

Влияние аномальных свето-темновых циклов на пигментный комплекс растений 
семейств Brassicaceae и Solanaceae

Т. Г. Шибаева, Е. Г. Шерудило, А. А. Рубаева, И. А. Лёвкин, А. Ф. Титов 801

Влияние регуляторов роста и различных спектров монохроматического излучения 
на ростовые и биосинтетические характеристики каллусной культуры 
Ipomoea batatas (L.) Lam.

Ю. А. Югай, О. В. Грищенко, Е. А. Васюткина, В. П. Григорчук, Е. Н. Чухломина, 
Ж. Л. Цыденешиева, О. Д. Кудинова, Ю. Л. Ярошенко, А. И. Дегтяренко,
Е. П. Субботин, В. П. Булгаков, Ю. Н. Кульчин, Ю. Н. Шкрыль 811

Хромато-масс-спектрометрический анализ гинзенозидов в морфогенных 
клеточных линиях женьшеня настоящего (Panax ginseng C.A. Meyer)

Т. Ю. Горпенченко, В. П. Григорчук, В. В. Маханьков, Д. В. Кочкин, 
Ю. В. Вологжанина, М. Т. Ханды, Г. К. Чернодед, Ю. Н. Журавлев 823



Редкое растение Центральной Якутии Polygala sibirica L.: фитохимический профиль
и получение морфогенной культуры in vitro

Ж. М. Охлопкова, М. П. Разгонова, Е. В. Кучарова, П. С. Егорова, К. С. Голохваст 836

Управление биосинтетическим потенциалом асептических растений 
и каллусных культур Oсimum basilicum L. in vitro

М. Ю. Чередниченко, О. Б. Поливанова, Д. А. Хлебникова, 
О. Ю. Словарева, Р. Н. Киракосян, Е. А. Калашникова 846

Накопление полифенолов и нафтохинонов в морфогенных культурах 
двух видов рода Drosera

А. В. Моршнева, М. Т. Ханды, В. П. Григорчук, Г. К. Чернодед, Т. Ю. Горпенченко 858

Scutellaria baicalensis Georgi: проекция метаболома корня в культуре корневых волосков
Ю. Н. Елькин, А. Ю. Маняхин, А. Ю. Степанова 866

Роль некоторых флавоноидов и олеуропеина в формировании морозостойкости 
Olea europaea L.

А. Е. Палий, Т. Б. Губанова 875

Стериновый состав лишайника Peltigera canina при действии неблагоприятных температур
Ю. Н. Валитова, В. Р. Хабибрахманова, В. М. Бабаев, В. Л. Уваева, А. Ф. Хайруллина, 
Д. Ф. Рахматуллина, Е. И. Галеева, М. А. Свид, Ф. В. Минибаева 887

Изменения содержания каротиноидов в побегах мха Hylocomium splendens Hedw. 
в условиях температурного стресса

А. Г. Ренкова, В. Р. Хабибрахманова, О. П. Гурьянов, Е. И. Галеева,
А. Б. Мазина, Ф. В. Минибаева 898

Эколого-физиологические характеристики и биотехнологический потенциал 
диатомовой водоросли Nitzschia amabilis H. Suzuki

С. Л. Полякова, С. Н. Железнова, Р. Г. Геворгиз, Н. А. Давидович 906

Анализ провоспалительных свойств растительных оксилипинов, образующихся 
в гидропероксидлиазной ветви

Я. В. Радзюкевич, К. Г. Тихонов, Е. А. Дегтярёв, В. И. Дегтярёва, Т. В. Савченко 915

Применение in silico анализа для определения морфогенеза в культуре растительной ткани
К. В. Малахова, Д. Н. Зонтиков, А. И. Щербакова, Р. В. Сергеев 923



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ, 2023, том 70, № 7, с. 701–714

701

АНТОЦИАНЫ РАСТЕНИЙ: СТРУКТУРА, РЕГУЛЯЦИЯ БИОСИНТЕЗА, 
ФУНКЦИИ, ЭКОЛОГИЯ

© 2023 г.   Т. К. Головко*
Институт биологии Коми научного центра Уральского отделения Российской академии наук, Сыктывкар, Россия

*e-mail: golovko@ib.komisc.ru
Поступила в редакцию 09.08.2023 г.

После доработки 12.09.2023 г.
Принята к публикации 14.09.2023 г.

В обзоре представлены современные сведения об антоцианах (АЦ), их локализации в различных ор-
ганах и тканях растений. Рассмотрены пути и регуляция биосинтеза, функциональная значимость
и экологическая роль этих соединений в жизнедеятельности и адаптации к условиям среды. Обоб-
щены данные об индукции синтеза АЦ под влиянием стресс-факторов и в онтогенезе. Внимание
сконцентрировано на участии АЦ в защите фотосинтетического аппарата. Обсуждены перспективы
дальнейших исследований и использования АЦ в качестве индикатора состояния растительного ор-
ганизма. Отмечено значение этих соединений для человека и его здоровья.

Ключевые слова: антоцианы, биосинтез, локализация, онтогенез, регуляция, стресс-факторы,
структура, флавоноиды, фотосинтетический аппарат, функции
DOI: 10.31857/S0015330323600547, EDN: ZFCNFX

ВВЕДЕНИЕ
Растения синтезируют тысячи разнообразных

веществ – продуктов вторичного (специализиро-
ванного) метаболизма. Они прямо не участвуют в
основном обмене, росте и развитии, но играют
важную роль во взаимодействии растительного
организма с окружающей средой [1]. Стрессы
усиливают синтез продуктов вторичного метабо-
лизма, химическое разнообразие которых в боль-
шинстве случаев видоспецифично [2, 3]. Среди
вторичных метаболитов наиболее распростране-
ны соединения фенольной природы [1], в них за-
ключено более 40% циркулирующего в биосфере
органического углерода [4]. Флавоноиды – ос-
новной класс полифенолов, широко представ-
ленных в растительном царстве. В настоящее вре-
мя известно около 6000 флавоноидов [5]. Все
они имеют 15-углеродный скелет, состоящий из
двух ароматических колец, каждое из которых
содержит 6 атомов углерода. Кольца соединены
С3-фрагментом, образующим кислородсодержа-
щее гетероциклическое кольцо.

Флавоноиды включают обширную группу
окрашенных пигментов – антоцианов (в англо-
язычной литературе “антоцианины”). Слово “ан-
тоцианин” происходит от греческих @νθος – цве-

ток и κυανός – синий, лазоревый. В 1835 г. не-
мецкий фармацевт Л. Маркварт в трактате “Цвета
цветов” дал название “антоциан” химическому
соединению, придающему синюю окраску цвет-
кам [цит. по 6]. Строение антоцианов установле-
но в 1913 г. известным немецким биохимиком
Р. Вильштеттером, а спустя 15 лет английский хи-
мик Р. Робинсон осуществил их синтез. С тех пор
не утихают дебаты о роли АЦ в жизнедеятельно-
сти растений [6–12].

В данном обзоре обобщены современные све-
дения о биосинтезе антоцианов, роли в растении
(с акцентом на их функции в листьях) и значимо-
сти для человека, рассмотрены перспективы даль-
нейших исследований.

СТРУКТУРА, БИОХИМИЧЕСКИЕ 
И МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 

БИОСИНТЕЗА АНТОЦИАНОВ
Для понимания функции тех или иных соеди-

нений важны знания об их химической структуре
и свойствах, путях и молекулярно-генетических
механизмах регуляции биосинтеза. АЦ представ-
ляют собой полигидрокси- и полиметокси- про-
изводные 2-фенилбензопирилиевого катиона
(флавилиевого катиона) [13]. Флавилиевый кати-
он является агликоном (рис. 1а). Известно более
двух десятков антоциановых агликонов (антоциа-
нидинов, АЦД), отличающихся присутствием
гидрокси- (ОН) и метокси- (ОСН3) групп в кар-

Сокращения: АЦ – антоцианы, ВКЦ – виолаксантиновый
цикл, ФСА – фотосинтетический аппарат, qP и NPQ –
фотохимическое и нефотохимическое тушение флуорес-
ценции хлорофилла а ФСII, TF – транскрипционный
фактор.

УДК 581.1
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касе [13, 14]. Антоцианы являются гликозидиро-
ванными антоцианидинами, у которых представ-
ленная остатками гексоз углеводная составляю-
щая связана с ОН-группой кольца в первом (R1)
или втором положении (R2) [15]. В гликозилиро-
вании участвуют преимущественно моносахариды
(глюкоза, галактоза, рамноза, арабиноза), в неко-
торых случаях – ди- и трисахариды. АЦ могут
быть ацилированы кумаровой, кофейной, феру-

ловой и некоторыми другими органическими
кислотами путем образования сложноэфирных
связей, обычно в первом положении углеводного
остатка [16]. Несмотря на структурное разнообра-
зие, большинство встречающихся в растениях ан-
тоцианов являются производными неметилиро-
ванных АЦД – цианидина, дельфинидина, пе-
ларгонидина и метилированных – пеонидина,
мальвидина, петунидина [17].

Рис. 1. Базовая структура антоцианидинов (а); схема и ферменты биосинтеза антоцианов (б): PAL – фенилаланин-ам-
миак-лиаза, C4H – циннамат-4-гидроксилаза, 4CL – 4-кумароил-КоА-лигаза, CHS – халконсинтаза, CHI – халко-
низомераза, F3H – флавонон-3-гидролаза, DFR – дигидрофлавонол-4-редуктаза, LDOX/ANS –лейкоантоцианидин-
диоксигеназа/антоцианидинсинтаза, АMT – антоцианидинметилтранфераза, АGT – антоцианидингликозилтранс-
фераза, ААТ –антоцианидинацетилтрансфераза, GST – глутатион-S-трансфераза; упрощенная схема регуляции
синтеза антоцианов (в): MYB, bHLH, WDR – транскрипционные факторы, образующие MBW-комплекс. Остальные
пояснения в тексте.
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Антоцианы придают окраску (от розовой до
синей) различным тканям и органам растений.
Широкий цветовой спектр АЦ зависит от струк-
турной формулы пигмента (степени гидроксилиро-
вания, количества или типа замещенных групп),
его концентрации, рН среды, образования ком-
плексов с катионами металлов. Увеличение коли-
чества гидроксильных групп усиливает окраску и
делает ее более синей [13]. АЦ присутствуют в ле-
пестках цветков, плодах, ягодах и семенах, ли-
стьях, стеблях и даже корнях [6]. Листья накапли-
вают АЦ преимущественно в клетках адаксиаль-
ной эпидермы и верхних слоев мезофилла, реже в
клетках абаксиальной эпидермы и губчатого ме-
зофилла [18]. АЦ окрашивают лепестки венчика
цветков [15], кожицу и паренхимные клетки око-
лоплодника сочных плодов [6]. У большинства
злаковых культур АЦ локализуются в перикарпе и
алейроновом слое зерновок [19, 20]. АЦ являются
важным показателем созревания ягод и фруктов,
качества продуктов их переработки. Экстракты, со-
держащие АЦ, используют как природные красите-
ли в пищевой и текстильной промышленности.

Биосинтез флавоноидов представляет собой
один из наиболее полно охарактеризованных ме-
таболических путей растений [15, 17, 21, 22]. Он
осуществляется на поверхности эндоплазматиче-
ского ретикулума, обращенной к цитозолю. Фер-
менты, участвующие в биосинтезе флавоноидов,
образуют мультиферментный комплекс – флаво-
ноидный метаболон [22].

Первые этапы синтеза всех групп флавонои-
дов начинаются с халкона, который образуется из
4-кумароил-КоА и трех молекул малонил-КоА
при участии фермента халконсинтазы (CHS)
(рис. 1б). 4-кумароил-КоА образуется из фенил-
аланина с участием фермента фенилаланин-ам-
миак-лиазы (PAL). Под действием халконизоме-
разы (CHI) халкон превращается во флавон, яв-
ляющийся предшественником синтеза многих
флавоноидов. Превращения флавона наринге-
нина дает начало образованию широкого спек-
тра олигомерных и полимерных антоцианиди-
нов. Фермент флаванон-3-гидроксилаза (F3H)
гидроксилирует флавононы с образованием ди-
гидрофлавонолов, которые необходимы для син-
теза АЦД и флавонолов. На следующем этапе ди-
гидрофлавонол-4-редуктаза (DFR) восстанавливает
дигидрофлавонолы до лейкоантоцианидинов. Затем
лейкоантоцианидиноксигеназа (LDOX) и анто-
цианидин-синтаза (ANS) катализируют 2-оксо-
глутаратзависимое окисление лейкоантоциани-
динов во 2-флаван-3,4-диолы (антоцианидины).
Гликозилирование и ацилирование придают
стойкость и окраску этим соединениям. Процесс
гликозилирования осуществляется с участием ан-
тоцианидин-глюкозилтрансферазы (АGT), мети-
лирования – с участием антоцианидин-метил-
трансферазы (АMT), ацилирования – с участием
антоцианидин-ацетилтрансферазы (ААТ).

АЦ транспортируются из эндоплазматического
ретикулума в вакуоль с помощью глутатион-S-транс-
феразы (GST). Коньюгированные с GST АЦ
транспортируются через тонопласт MATE- или
АВС-транспортерами, а также в везикулах [23,
24]. Для функционирования MATE-мембранных
транспортеров требуется наличие градиента Н+,
который обеспечивается АТФ-азами V-типа и
пирофосфатазами. ABC-мембранные транспор-
теры не нуждаются в наличии такого градиента.
Везикулярный транспорт АЦ из эндоплазматиче-
ского ретикулума прямо (минуя аппарат Гольд-
жи) в запасающие белок вакуоли был отмечен у
проростков резуховидки Таля [25]. В вакуолях АЦ
могут взаимодействовать с другими молекулами,
например, белками, образуя стабильные антоци-
ановые включения.

Изучение путей биосинтеза в комбинации с
методами транскриптомного анализа позволили
идентифицировать гены, участвующие в метабо-
лизме флавоноидов [15, 21, 26, 27]. Их делят на две
группы: ранние гены биосинтеза, включающие
гены белков-ферментов общих для различных
флавоноидных путей (CHS, CHI, F3H) и поздние
гены (DFR, LDOX и АGT) [28, 29].

Экспрессия генов ферментов, участвующих в
биосинтезе АЦ, тонко регулируется и жестко кон-
тролируется специфическим белковым MBW-
комплексом, который формируется при взаимо-
действии транскрипционных факторов (ТFs) типа
MYB, bHLH и WDR [30].

MYB-белки представляют собой класс поли-
функциональных ТFs, характеризующихся нали-
чием от одного до четырех неполных MYB-повто-
ров (R), придающих им способность связывать
ДНК [31]. Каждый MYB-повтор содержит около
52 аминокислот, образуя три α-спирали [32].
В растениях самой большой группой белков MYB
является R2R3-MYBs, содержащие два повтора
MYB [31, 33]. C использованием геноспецифичных
праймеров было показано, что три MYB-активато-
ра синтеза АЦ у яблони (MYB10/MYB1/MYBA) яв-
ляются аллелями [33]. Экспрессия генов MYB10
коррелировала с содержанием АЦ в плодах и цвет-
ках. Идентичные генам яблони MYB ТFs были вы-
делены из коммерчески ценных видов семейства
Розоцветные. Белки MYB могут действовать не
только как активаторы транскрипции, но и как ее
репрессоры [34]. В неиндуктивных условиях R2R3-
активаторы MYB не экспрессируются, в то время
как репрессоры MYB ингибируют экспрессию ге-
нов-мишеней непосредственно или препятствуют
взаимодействию MYB с bHLH, чтобы предотвра-
тить образование комплексов MBW. Shi с соавт. [35]
представили данные, свидетельствующие о том, что
MrMYB6 транскрипционный фактор плодов Myrica
rubra в составе MBW комплекса подавлял накопле-
ние антоцианидинов и протоантоцианинов, инги-
бируя промоторы генов ферментов их биосинтеза.
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Суперсемейство транскрипционных факторов
bHLH активирует экспрессию множества генов,
взаимодействуя со специфическим промотором.
Они участвуют в регуляции процессов развития и
метаболизма, включая синтез вторичных метабо-
литов, а также в реакции растений на стрессовые
воздействия факторов внешней среды [36]. Пат-
терн экспрессии и ДНК-связывающая специ-
фичность белков R2R3-Myb и bHLH определяют
множество активируемых комплексом MBW ге-
нов. Бeлки семейства WD40 характеризуются на-
личием высоко симметричных повторов (обычно
4–10), образующих структуру, облегчающую бе-
лок-белковые взаимодействия [37]. Показано,
что взаимодействие гена MrWD40-1 с MYB и
bHLH усиливало накопление АЦ в плодах Myrica
rubra [38]. Повышенную экспрессию генов WD40-1
и WD40-2 отмечали в различных органах и тканях
пшеницы и ячменя, независимо от их пигмента-
ции [39], что свидетельствует об участии этих ге-
нов не только в синтезе АЦ, но и в регуляции био-
синтеза других флавоноидов.

Комплекс MYB-bHLH-WD40 контролирует
скорость транскрипции поздних генов биосинтеза
АЦ [40]. У декоративного растения Brassica olera-
cea var. acephala с антоциановыми листьями в цен-
тре розетки было идентифицировано три MYB,
шесть bHLH и oдин WDR транскрипционный
фактор [41]. Листья красной декоративной капу-
сты отличались более высоким уровнем экспрес-
сии генов ферментов позднего биосинтеза, тогда
как у линий белой капусты экспрессия этих генов
была выражена слабо. Транскриптомный анализ
выявил 2286 дифференциально экспрессируемых
генов в листьях фиолетовой и зеленой форм Bras-
sica juncea [42]. Причем 1593 из них регулирова-
лись на повышение экспрессии, а 693 генов, на-
оборот, на понижение. Среди них было 213 диф-
ференциально экспрессируемых ТFs. MYB и
bHLH ТFs в окрашенных листьях регулировались
на повышение, что приводило к активации на-
копления АЦ. Экспрессия структурных генов
ферментов CHS, F3H, DFR, LDOX и GST, была
конститутивно повышена на всех стадиях вегета-
тивного роста у листьев красных сортов B. oleracea
с высоким содержанием АЦ. Интересно отме-
тить, что в пурпурных листьях были активирова-
ны также большинство генов, участвующих во
взаимодействии растения с патогенами.

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АНТОЦИАНОВ
Изучение функций АЦ, как правило, предпо-

лагает получение данных о динамике содержания
этих пигментов. Для определения концентрации
АЦ чаще всего используют спектрофотометрию
и/или хроматографию [43]. Наиболее простой
метод заключается в подкислении содержащего
АЦ метанольного экстракта 1% HCl и измерении
общего количества АЦ спектрофотометрически

при длине волны 535 нм с последующим вычита-
нием неспецифического поглощения при 700 нм.
Данный метод имеет низкую специфичность, так
как все красные пигменты фенольной природы
определяются как АЦ. Другой метод основан на
способности АЦ к обратимой структурной транс-
формации и изменению оптических свойств в за-
висимости от кислотности среды [44]. При pH 1
АЦ существует в виде красного катиона флавилия
(AH+), а при рН 4.5 пигмент находится в форме
бесцветного гемикеталя (В). Следовательно, раз-
ница в поглощении света отражает концентра-
цию пигмента. Однако полимерная форма АЦ
(продукты полимеризации мономерных АЦ, ко-
торые могут присутствовать в экстрактах) устой-
чива к изменению цвета при изменении рН и вы-
глядит красной как при рН 1, так и при рН 4.5 и не
измеряется рН-дифференциальным методом.
Данный метод позволяет измерить мономерные
АЦ, но не у всех видов растений [45]. Для опреде-
ления содержания и качественного состава АЦ в
настоящее время все чаще применяется метод
жидкостной хроматографии в сочетании с масс-
спектрометрией, что позволяет идентифициро-
вать индивидуальные АЦ [46, 47].

Применение химических методов связано с
деструкцией образца. Избежать этого позволяет
метод спектроскопии отражения, основанный на
определении спектров отражения органов расте-
ний [48, 49]. В области видимого излучения АЦ
поглощают в основном зеленые лучи, в меньшей
степени синие и слабо поглощают красные лучи.
Для оценки содержания АЦ предложен спек-
тральный индекс ARI (Anthocyanin Reflectance
Index), вычисляемый по формуле: ARI = (1/R550 –
– 1/R700) × R800. Отношение 1/R550 чувствительно
к содержанию антоцианов, а 1/R700 – к содержа-
нию хлорофиллов, что позволяет внести поправку
на вклад этих пигментов в поглощение при 550 нм.
Коэффициент R800 позволяет учесть гетероген-
ность оптических свойств листьев, не зависящих
от поглощения света пигментами.

Применимость данной формулы подтвержде-
на прямыми определениями концентрации АЦ у
многих растительных объектов. Так, например,
нами было показано, что изменения величины
индекса ARI соответствовали динамике измене-
ния концентрации АЦ в онтогенезе зимующих
листьев растений Ajuga reptans [50].

ВЛИЯНИЕ ВНЕШНИХ И ВНУТРЕННИХ 
ФАКТОРОВ НА БИОСИНТЕЗ АНТОЦИАНОВ

Экспрессия синтеза АЦ находится под онтоге-
нетическим контролем и зависит от внешних
условий [7, 9, 17, 51]. Онтогенетическое развитие
и факторы окружающей среды могут индуциро-
вать MYB TFs, которые затем активируют WDR и
bHLH с образованием MBW-комплекса, контро-
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лирующего скорость транскрипции генов био-
синтеза АЦ (рис. 1в).

Свет является основным фактором, индуциру-
ющим синтез АЦ. Тот факт, что без света вообще
нет синтеза АЦ убедительно показывают опыты с
культурой баклажана (Solanum melongena) [52].
У изолированных от света плодов кожица остава-
лась белой. На естественном свету плоды стано-
вились фиолетовыми, максимум накопления АЦ
в кожице отмечали через 10-12 суток экспозиции
на свету. Свет индуцировал биосинтез АЦ через
активацию MBW-комплекса и экспрессию генов-
мишеней, регулируемую на транскрипционном и
трансляционном уровнях.

Информация, обобщающая современные зна-
ния о молекулярных механизмах регуляции био-
синтеза АЦ различными факторами (свет, темпе-
ратура, сахара, гормоны), представлена Gu с со-
авт. [24]. Согласно приведенной в данной работе
схеме, световой контроль осуществляется с помо-
щью рецепторов ультрафиолетового излучения
(UVR8), криптохромов (CRYs) и фитохромов
(PHYs), взаимодействующих с убиквитин-E3-ли-
газой СОР1 (Constitutive Photomorphogenic1), ко-
торая опосредует деградацию множества эффек-
торов светочувствительности, включая HYP5
(Elongated hypocotyl5), или непосредственно вза-
имодействуют с MYBs, связанными с биосинте-
зом АЦ. Температура усиливает синтез АЦ, акти-
вируя экспрессию гена SIZ1 лигазы SUMO E3,
сумоилирующей и стабилизирующей определен-
ные MYB TFs.

Среди дифференциально экспрессируемых ге-
нов, участвующих в регуляции индуцируемого
пониженной температурой синтеза АЦ в листьях
Malus domestica, преобладали гены и TFs путей
синтеза флавоноидов [53]. Экспрессия трех MYB
TFs (MdMYB12, MdMYB22 и MdMYB114) при
воздействии низкой температуры, тесно корре-
лировала с накоплением АЦ. Накопление АЦ при
низкотемпературном стрессе нередко ассоцииру-
ется с повышением концентрации растворимых
углеводов. По-видимому, специфические для са-
харозы сигнальные пути стимулируют как выра-
ботку фруктанов, так и антоцианов, при этом
центральную роль играют факторы транскрип-
ции MYB-типа и строгая зависимость от ионов
Са+2 как вторичного мессенджера [54].

Сенсор глюкозы HXK1 (гексокиназа1) фосфо-
рилирует и стабилизирует bHLH TFs, связанные с
биосинтезом АЦ [24]. Сенсор сахарозы SnRK1 –
эволюционно консервативный протеинкиназный
комплекс, регулирующий энергетический гомео-
стаз в растениях, способствует повышению толе-
рантности к неблагоприятным условиям окружа-
ющей среды, влияет на широкий спектр процес-
сов роста и развития [55]. Он взаимодействует с
определенными белками JAZ (TFs семейства Jas-
monate ZIM-домена) и фосфорилирует их, регу-

лируя индуцированное сахарозой накопление
АЦ. Растительные гормоны жасмонат, абсцизо-
вая кислота, ауксин и некоторые другие факторы
являются ключевыми в регуляции биосинтеза АЦ
в процессе онтогенеза.

Имеющиеся в литературе сведения о влиянии
минерального питания и токсических ионов в
корнеобитаемой среде на синтез АЦ обобщены
недавно Jezek с соавт. [56]. Листья разных видов
растений приобретали антоциановую окраску
при дефиците азота, фосфора, серы, меди, бора и
других элементов. В условиях азотного голодания
окраска проявлялась у старых листьев, экспорти-
рующих азот в более молодые. Реутилизация азо-
та сопровождалась распадом хлорофилла в ста-
рых листьях. Дефицит фосфора индуцировал сна-
чала покраснение стеблей, черешков, основания
листьев и жилок, и только затем антоциановая
окраска распространялась по всей листовой пла-
стинке. В отличие от азотного голодания, сопро-
вождающегося хлорозом, содержание хлорофил-
лов при дефиците фосфора повышалось, и листья
становились темно-голубовато-зелеными. Изме-
нение содержания АЦ в листьях при дефиците
азота и фосфора положительно коррелировало с
концентрацией растворимых сахаров. Накопле-
ние сахаров в хлоропластах и/или цитозоле и по-
вышенный уровень генерации АФК могут слу-
жить сигналом к усилению биосинтеза АЦ при
дисфункции минерального питания.

Биосинтез АЦ чувствителен к ряду химиче-
ских соединений, действующих прямо или с уча-
стием TFs. Так, например, обработка проростков
Arabidopsis thaliana тирозином (предшественник
меланина в пигментных клетках меланоцитах)
вызывала экспрессию генов поздних этапов био-
синтеза АЦ, включая DFR, LDOX и АGT, а также
генов TFs PAP1, PAP2 и EGL3 [57]. Обработка
растений красной капусты (Brassica oleracea var.
capitata) изофлавоноидом генистеином на свету
положительно влияла на экспрессию всех струк-
турных генов и накопление АЦ в листьях [58].
В темноте такую реакцию проявляли только гены
ранних этапов биосинтеза АЦ. Действие генисте-
ина на гены было прямым, без участия TFs. Мела-
тонин оказывал умеренное влияние на гены ран-
них и поздних этапов биосинтеза АЦ в темноте.
На свету эффект мелатонина усиливался, причем
положительную реакцию проявляли не только
структурные гены, но и гены транскрипционных
факторов MYB, bHLH и WD40.

Хотя биосинтез АЦ и молекулярные механизмы
его регуляции достаточно хорошо изучены, по мне-
нию Agati с соавт. [11] выявление функциональной
значимости накопления флавоноидов в растениях
является не столько молекулярно-биологической,
сколько эколого-физиологической задачей. На
наш взгляд, для более полного понимания роли АЦ
необходимы комплексные исследования, интегри-
рующие знания из разных областей эксперимен-
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тальной биологии растений, включая физиологию,
биохимию и молекулярную биологию.

РОЛЬ АНТОЦИАНОВ
В ЛИСТЬЯХ РАСТЕНИЙ

АЦ чаще всего накапливаются, когда процессы
развития делают растения более чувствительными
к условиям окружающей среды. Выживание расте-
ний при стрессе в значительной степени зависит от
сохранения фотосинтетического аппарата (ФСА)
и, следовательно, листовой поверхности. Считает-
ся, что наиболее подвержены стрессу ювенильные
листья. Замечено, что развивающиеся листья мно-
гих видов растений тропических лесов довольно
часто накапливают значительное количество АЦ,
что на фоне низкого содержания зеленых пигмен-
тов придает им яркую окраску. Среди гипотез о
функциональной роли АЦ в листьях можно выде-
лить защиту от различных вредителей, фотозащиту
и нейтрализацию АФК. По мнению ряда исследо-
вателей [59, 60], АЦ снижают риски повреждения
ювенильных листьев фитофагами и патогенами.
Однако АЦ составляют лишь небольшую долю от
пула фенольных соединений и других продуктов
вторичного метаболизма, которые в большей сте-
пени, чем АЦ, способны ограничивать действие
вредителей [60]. Предполагается также, что АЦ яв-
ляются побочным продуктом метаболизма других
флавоноидных соединений и/или способом запа-
сания углерода.

Идеи о фотозащитной роли АЦ основываются
на множестве фактов о фотоиндукции биосинте-
за АЦ на интенсивном свету и снижении их со-
держания в листьях разных видов травянистых и
древесных растений при затенении. Нарушение
баланса между поглощением световой энергии и
ее использованием на фотосинтез опасно для
клетки, так как может привести к развитию фото-
окислительного стресса и деструкции ФСА. Мо-
лодые листья легче подвергаются стрессу вслед-
ствие неполного развития ФСА и его систем фо-
тозащиты [61]. Накапливаясь, главным образом,
в эпидерме и верхних слоях мезофилла, АЦ экра-
нируют ФСА и повышают фотостабильность ли-
стьев [18, 62, 63]. Некоторые авторы полагают,
что в дополнение к ослаблению видимого света
АЦ участвуют в обезвреживании АФК, проявляя
тем самым антиоксидантные свойства [64]. Анти-
оксидантные свойства флавоноидов основаны на
их способности взаимодействовать со свободны-
ми радикалами, а также хелатировать ионы ме-
таллов, участвующих в перекисном окислении.

Накопление АЦ в листьях чаще всего наблю-
дается в случаях, когда другие способы фотоза-
щиты недостаточно эффективны. Например, мо-
лодые листья Machilus chinensis не накапливали
АЦ, но имели более высокий уровень нефотохи-
мического тушения энергии возбуждения [65].
Известно, что показатель нефотохимического ту-

шения флуоресценции хлорофилла а ФС II
(NPQ) связан с работой виолаксантинового цик-
ла (ВКЦ), осуществляющего тепловую диссипа-
цию избыточно поглощенной световой энергии,
тем самым, предотвращая ее передачу в реакци-
онный центр ФС II и перевосстановление пере-
носчиков фотосинтетической ЭТЦ. В отличие от
M. сhinensis, листья Castanopsis chinensis характе-
ризовались низкой активностью антиоксидант-
ных ферментов и величиной NPQ, но имели вы-
сокий уровень экспрессии генов, связанных с
биосинтезом АЦ. Очевидно, накопление АЦ в мо-
лодых листьях C. chinensis способствует фотоадап-
тации, компенсируя недостаточную фотозащиту,
обеспечиваемую за счет механизма нефотохими-
ческого тушения и антиоксидантной системой.

Cпособность накапливать АЦ часто ограничи-
вается ювенильной фазой и теряется с возрастом.
По данным [66] содержание АЦ в листьях листо-
падных видов древесных растений снижалось по
мере формирования ФСА, о чем судили по на-
коплению фотосинтетических пигментов, увели-
чению удельной поверхностной плотности ли-
стьев, дифференциации мезофилла на губчатый и
палисадный слои. Фотосинтетический газообмен
положительно коррелировал с толщиной листа и
отрицательно с содержанием АЦ. При этом виды
с более медленным формированием ФСА позже
теряли антоциановую окраску. Соотношение
хлорофилла а/b увеличивалось с возрастом листа
и было ниже, чем у видов с листьями, не накапли-
вающими АЦ, что согласуется с идеей об их зате-
няющей функции. Сходные закономерности от-
метили Solovchenko и Chivkunova [67] у молодых
листьев на периферии кроны Corylus avellana, на-
капливающих АЦ в клетках верхнего и нижнего
эпидермиса. Насыщение светом скорости линей-
ного транспорта электронов у красных листьев
наблюдали при более высокой плотности потока
ФАР, чем у зеленых. Причем у ювенильных крас-
ных листьев эта величина была близка к таковой
у зрелых зеленых листьев, устойчивых к высокой
интенсивности солнечной радиации. Более того,
листья с антоциановой окраской мало отлича-
лись от зеленых по величине NPQ, а также содер-
жанию и уровню деэпоксидации пигментов ВКЦ.
Авторы связывают устойчивость ФСА молодых
красных листьев к избыточной радиации с экра-
нирующей и фотопротекторной функцией АЦ.

По мнению Zhu с соавт. [68], в условиях недо-
статочной фотозащиты АЦ действуют как свето-
фильтр, предотвращающий повреждение ФСА
избыточной инсоляцией. Этот вывод был осно-
ван на результатах изучения динамики содержа-
ния пигментов, антиоксидантной способности и
фотосинтеза молодых и зрелых листьев вечнозе-
леного древесного растения Acmena acuminatissi-
ma. Молодые листья постепенно краснели, а
зрелые оставались зелеными осенью (август–
январь) при снижении средней за сутки темпе-
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ратуры до 13°С и максимальной освещенности до
1000 мкмоль квантов/(м2 с). Накопление АЦ ком-
пенсировало недостаточную фотозащиту моло-
дых листьев в условиях, когда тепловой диссипа-
ции энергии возбуждения хлорофилла было не-
достаточно для тушения ее избытка.

Тот факт, что накопление АЦ способствует
снижению светового давления на ФСА и предот-
вращает фотоингибирование убедительно дока-
зывают результаты опытов с пестролистными
растениями. Так, например, пурпурные части ли-
ста Coleus х hybridus отличались более низкими
величинами фотохимического тушения (qP) и
NPQ, чем зеленые [69]. Пурпурные листья пуан-
сетии (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) по-
сле экспозиции на сильном свету сохраняли вы-
сокую фотохимическую активность, тогда как у
зеленых листьев величина максимальной фото-
химической эффективности ФС II (Fv/Fm) сни-
жалась в 2 раза [70]. На интенсивном свету крас-
ные листья пуансетии отличались от зеленых бо-
лее высоким реальным квантовым выходом ФСII
(ФФСII), меньшей величиной давления возбужде-
ния (1-qP) и низкой генерацией Н2О2 [71], что
указывает на фотопротекторную функцию АЦ.
Кроме того, красные листья накапливали суще-
ственно меньше Н2О2 при обработке индуктором
окислительного стресса метилвиологеном. Это
означает, что АЦ дополняют работу антиокси-
дантной системы по предотвращению развития
фотоокислительного стресса.

Затеняющий эффект АЦ может проявляться в
снижении ассимиляции. Так, красные листья Ox-
alis triangularis заметно уступали зеленым по скоро-
сти фотосинтеза, но характеризовались более вы-
соким квантовым выходом ФС II, что указывает на
более низкий уровень фотоингибирования [72].

Согласно нашим данным [73], красно-фиоле-
товые листья Hylotelephium triphyllum содержали в
7 раз больше АЦ и в 1.6 раза меньше хлорофиллов,
чем зеленые. При этом листья с антоциановой
окраской отличались от зеленых более высокими
величинами (на 10-15%) квантового выхода фото-
химии ФС II и пониженным уровнем NPQ. Сле-
довательно, АЦ способствовали снижению свето-
вого давления на ФСА окрашенных листьев.

Затеняя хлоропласты, АЦ не только снижают
количество поступающего к ним света, но транс-
формируют его качество, поглощая в основном
зеленые лучи. При низком содержании хлоро-
филлов АЦ перехватывают значительную часть
солнечной радиации зеленой части спектра (510–
560 нм), где поглощение хлорофиллов слабое, и
синей (400–500 нм), где находятся максимумы
поглощения хлорофиллов и каротиноидов [74].
Имеются данные, что АЦ поглощали до 40% па-
дающей ФАР в области 400–600 нм и снижали,
тем самым, квантовый выход ассимиляции CO2 в
листьях кукурузы [75].

В литературе имеются сведения о влиянии ка-
чества света на накопление АЦ. Так, листья чер-
ники (Vaccinium corymbosum L.) при освещении
синим и синим в сочетании с красным светом на-
капливали в 4 раза больше АЦ, чем на белом свету
[76]. Синий свет индуцировал экспрессию генов
ферментов LDOX, АGT и АMT, способствуя син-
тезу цианидина, пеларгонидина и мальвидина.
Комбинация красного и синего света усиливала
регуляцию DFR и АMT, что приводило к накоп-
лению дельфинидина, петунидина и пеонидина.
При этом максимальная скорость нетто-ассими-
ляции была в 2 раза ниже, а количество молей
квантов, необходимых для ассимиляции моля
СО2 (квантовый выход фотосинтеза), в 1.5 раза
выше, чем на белом свету. Эти данные указывают
на существование обратной (регуляторной) связи
между фотосинтезом и содержанием АЦ.

Ультрафиолетовые лучи (УФ), достигающие
поверхности Земли, составляют небольшую долю
солнечного излучения, но они несут богатые
энергией кванты и опасны для живых клеток.
УФ-В радиация (280–315 нм) способна повре-
ждать биологически важные макромолекулы
(ДНК, белки и др.). В ответ на действие УФ расте-
ния накапливают в клетках фенольные соедине-
ния, препятствующие развитию окислительного
стресса. Среди фенольных соединений наиболь-
шей способностью инактивировать АФК облада-
ют флавоноиды [77]. Причем АЦ эффективней,
чем другие полифенолы, снижают концентрацию
Н2О2 [78]. Контроль содержания Н2О2 имеет
большое значение, поскольку эта молекула явля-
ется сигнальной и способна передавать сигналы
на более далекие расстояния, чем другие АФК.
Кроме того, поглощая УФ, АЦ экранируют клет-
ки и смягчают индуцируемый УФ окислительный
стресс [18].

Нами было показано, что ежедневная (в тече-
ние 12 дней) кратковременная экспозиция к
УФ-В радиации листового салата, культивируе-
мого в зимней теплице, приводила к накоплению
полифенолов и повышению антиоксидантной
активности растений [79]. Содержание феноль-
ных соединений увеличилось в среднем на 25%.
Сорта Барбадос и Скороход с конститутивной
способностью к синтезу АЦ при обработке УФ-В
накапливали в основном АЦ, тогда как сорт Афи-
цион с зелеными листьями синтезировал другие
фенольные соединения. Продолжительность и
доза УФ-В были подобраны таким образом, что
не повлияли на урожайность салата. Такой спо-
соб обработки растений позволяет улучшить по-
лезные свойства тепличной продукции без поте-
ри продуктивности.

Хорошо известен феномен покраснения ли-
стьев листопадных деревьев осенью. В умеренных
широтах это явление наблюдается примерно у
10% видов, а в некоторых регионах, например, в
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смешанных лесах Новой Англии (США) их чис-
ленность достигает 70% [80]. Вдохновляющие по-
этов “в багрец и золото одетые леса” являются
предвестником наступления скорого суицида ли-
стьев. Вопрос о том, является ли индукция синтеза
АЦ атрибутом старения и последующего отмира-
ния листьев остается дискуссионным [12, 81].
Старение листьев – сложный и тонко регулируе-
мый процесс, связанный с реутилизацией про-
дуктов распада и необратимой потерей хлоро-
филла. Ассоциацию фенилпропаноидного мета-
болизма со старением и интеграцию старения с
развитием и адаптацией считают эволюционно
недавней инновацией надземных растений [82].

Среди экологов активно обсуждается идея, со-
гласно которой красный цвет листьев – сигнал для
вредителей о наличии химической защиты и низ-
ком содержании питательных веществ [81, 83]. По
мнению других исследователей, феномен покрас-
нения листьев во время осеннего снижения темпе-
ратуры, осветления полога и распада хлорофилла
связан с ролью АЦ в фотозащите [84]. В работе [85]
показано, что в краснеющих листьях листопадного
древесного растения Liquidambar formosana умень-
шалось число хлоропластов, разрушались тилакои-
ды, снижались концентрация хлорофиллов и ско-
рость фотосинтеза. Это сопровождалось падением
фотохимической активности, скорости транспорта
электронов и увеличением NPQ. На таком фоне
наблюдали накопление растворимых сахаров и ак-
тивацию биосинтеза АЦ. Когда содержание АЦ до-
стигло 2.5 мг/г сырой массы листьев, генерация
АФК снизилась, показатели фотосинтеза стабили-
зировались. Следовательно, накопление АЦ в ли-
стьях приводило к торможению развития фотоин-
гибирования.

По нашим данным [50], у зимующих листьев
Ajuga reptans максимум накопления АЦ наблюдал-
ся после выхода растений из-под снега (апрель) на
фоне уменьшения содержания зеленых пигмен-
тов, распада крупных пигмент-белковых комплек-
сов, увеличения концентрации несвязанного хло-
рофилла и сравнительно высокого уровня деэпок-
сидации пигментов ВКЦ. Эти находки позволяют
полагать, что в ранневесенний период при пони-
женной температуре и высокой инсоляции ВКЦ и
АЦ совместно обеспечивали защиту ФСА и сохра-
нение листьями фотосинтетической активности.
По-видимому, метаболическая цена синтеза АЦ
компенсируется теми преимуществами, которые
данный вид получает от жизнедеятельности пере-
зимовавших и уже начинающих стареть листьев.

Фотозащита позволяет листьям дольше оста-
ваться активными в период старения, что способ-
ствует более полной реутилизации продуктов ка-
таболизма и, в первую очередь, азотсодержащих
соединений [86]. Такая стратегия особенно важна
для растений на бедных азотом почвах [87]. Кос-
венно об этом свидетельствуют результаты иссле-
дования 126 видов лесных растений [80]. Ни один

из видов, получающих азот за счет биологической
азотфиксации, не содержал АЦ в стареющих ли-
стьях осенью, тогда как почти половина видов без
симбионта накапливали АЦ. Некоторые авторы
[88] полагают, что затраты энерго-пластических
веществ на синтез АЦ способствуют снятию фо-
тосинтетического контроля, что позволяет ФСА
генерировать энергию, необходимую для реути-
лизации питательных веществ. Проанализировав
массив данных о биосинтезе АЦ в листьях листо-
падных растений осенью, авторы работы [87] за-
ключили, что, по всей видимости, АЦ выполняют
множество функций, от сигнала для насекомых
до фотопротекции, направленной на снижение
окислительного стресса и создание условий для
реутилизации питательных веществ.

Согласно многочисленным данным, синтез
АЦ усиливается при стрессах разной природы,
что способствует защите и повышению устойчи-
вости растений [7, 9, 89–92]. Например, геноти-
пы пшеницы с более высоким содержанием АЦ
быстрее адаптировались и проявляли большую
устойчивость к солевому стрессу [92]. В литерату-
ре имеются также сведения о влиянии поллютан-
тов на содержание АЦ в растениях [93]. Некото-
рые авторы используют этот показатель для ин-
дикации состояния среды [94].

Таким образом, имеющиеся эксперименталь-
ные данные позволяют полагать, что АЦ являются
элементом скоординированной системы защит-
ных реакций, способствующих поддержанию ре-
докс-баланса клеток, и накапливаются, когда ак-
тивность других защитных систем недостаточна
для подавления окислительного стресса.

АНТОЦИАНЫ КАК БИОЛОГИЧЕСКИ 
АКТИВНЫЕ ВЕЩЕСТВА

АЦ являются растительными флавоноидами и
поступают в организм человека и животных с пи-
щей. Анализируя функции АЦ, нельзя не отме-
тить их значимость как биоактивных соединений.
Результаты исследований, свидетельствующие о
биологической активности АЦ и пользе употреб-
ления богатой АЦ пищи для поддержания здоро-
вья человека, представлены в многочисленных
сводках [95–100]. Антоцианидины и антоцианы
проявляют широкий спектр биологических и
фармакологических свойств, включая антиокси-
дантную, противомикробную, противовоспали-
тельную, противоопухолевую, противодиабети-
ческую и антиатеросклеротическую активность.
В модельных опытах in vivo показан защитный
эффект АЦ против апоптоза, вызванного окисли-
тельным стрессом, в предотвращении мутагенеза
и канцерогенеза. Накапливаются фактические
данные о способности АЦ замедлять или останав-
ливать прогрессирование возрастных нарушений
здоровья и снижения когнитивных способно-
стей. Имеются сведения о защитном действии АЦ
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против окислительного повреждения сетчатки
глаза, вызванного УФ излучением, а также поло-
жительном влиянии на ночное зрение.

Основным источником АЦ являются фрукты и
овощи красно-фиолетового цвета. Согласно свод-
ке, приведенной в работе [97], содержание АЦ в них
может достигать 1500–1800 мг/100 г продукта
(ягоды черники, бузины). Помимо фруктов и ово-
щей заметное количество АЦ содержат окрашенные
зерна злаков [100], черная фасоль, соя, бобы.

Для получения ценной продукции с высоким
содержанием АЦ ведутся работы по совершен-
ствованию технологии культивирования расте-
ний путем регуляции светового, водного и мине-
рального режимов питания, использования био-
стимуляторов (гуминовые кислоты, экстракты
морских водорослей, гидролизаты белков, анало-
ги гормонов роста, микроэлементы и т.п.) [17].
Для тепличного производства разрабатываются
специальные пленки, трансформирующие ин-
тенсивность и качество света, светодиодные лам-
пы с определенным спектром излучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ
Антоцианы и антоцианидины – большая груп-

па веществ флавоноидной природы, продукты

вторичного метаболизма. Они являются эволю-
ционно более молодыми, чем хлорофиллы и ка-
ротиноиды, пигментами. АЦ обнаружены у мно-
гих таксонов голосеменных и покрытосеменных
растений, они могут накапливаться практически
во всех органах и частях растений. АЦ полифунк-
циональны, их функции могут меняться в тече-
ние онтогенеза и варьировать от органа к органу.
АЦ участвуют в регуляции многих процессов и
являются частью интегрированной сети защит-
ных и адаптивных реакций (рис. 2). Биосинтез
АЦ зависит от внешних (абиотических и биотиче-
ских) и внутренних факторов, ассоциированных с
онтогенетических развитием. К настоящему вре-
мени изучены биохимические пути, идентифици-
рованы многие гены и транскрипционные факто-
ры, участвующие в регуляции биосинтеза АЦ. Не-
смотря на это, функции АЦ в растениях все еще не
до конца поняты и остаются предметом дискус-
сий. В первую очередь, это касается роли АЦ в
клеточном сигналинге, поддержании редокс-ба-
ланса клеток, старении, взаимодействии АЦ с
собственными фотозащитными механизмами фо-
тосинтетического аппарата. Представляет инте-
рес реакция флавоноидного метаболизма и био-
синтеза антоцианов, в частности, на ожидаемые
климатические изменения и усиление антропо-

Рис. 2. Графическое представление роли антоцианов в растениях. Пунктирными стрелками указаны предполагаемые
функции.

Абиотические и биотические
стресс-сигналы
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Репродукция (привлечение опылителей,
распространителей семян)

Фотопротекция (защита от УФ-радиации и 
интенсивного света)

Нейтрализация активных форм кислорода

Сигналинг

Сток углерода

Задержка старения
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генного пресса на природные экосистемы, воз-
можность использования АЦ в качестве доступ-
ной визуальному наблюдению тест-системы.

Следует иметь в виду, что любой защитный ме-
ханизм несовершенен. Все виды защиты сопря-
жены с затратами энерго-пластических веществ
и, следовательно, требуют от организма принятия
сбалансированного физиологического решения о
целесообразности развития той или иной адап-
тивной реакции. В связи с этим интерес представ-
ляет вопрос о цене синтеза АЦ, включая биосин-
тез ферментов, белков, транскрипционных фак-
торов и транспортеров.

Многочисленные исследования свидетель-
ствуют о пользе для здоровья человека богатой
АЦ пищи. Достижения в изучении биохимических
путей, ферментов и молекулярно-генетических
механизмов регуляции биосинтеза этих соеди-
нений открывают широкие перспективы разви-
тия биотехнологий для получения растительной
продукции с определенным составом АЦ, повы-
шения устойчивости растений к стрессам, а так-
же создания новых форм пищевых и орнамен-
тальных растений.

Работа выполнена в рамках темы госбюджет-
ных научно-исследовательских и опытно-кон-
структорских работ “Фотосинтез, дыхание и
биоэнергетика растений и фототрофных орга-
низмов (физиолого-биохимические, молекуляр-
но-генетические и экологические аспекты)”
(рег. № 122040600021-4).

Автор выражает благодарность к. б. н. М.А. Ше-
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ка литературы.
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Обзор посвящен фуранокумаринам – классу веществ, представляющих собой совмещение пироно-
вого, бензольного и фуранового колец, обладающих системой сопряженных двойных связей (кото-
рая в ряде случаев может нарушаться). Эта группа соединений широко изучается в настоящее время
благодаря своим фототоксическим и лекарственным свойствам. В работе рассмотрены фураноку-
марины естественного происхождения, выявленные в семействе Umbelliferae (Зонтичные), или Api-
aceae (Сельдерейные), структурировано их многообразие, описана история исследования, извест-
ные к настоящему времени этапы их биосинтеза, а также некоторые примеры их биологической ак-
тивности в растении, в культуре клеток и при медицинском использовании.
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ВВЕДЕНИЕ
Фуранокумариновые соединения – это класс

химических веществ естественного происхожде-
ния, известный, прежде всего, фототоксично-
стью ряда своих представителей (бергаптен, псо-
рален, ксантотоксин). Они вызывают ожоги на
коже под действием ультрафиолетового излуче-

ния. По химической структуре фуранокумарины
представляют собой кумариновое двухкольцевое
ядро с присоединенным фурановым кольцом
(рис. 1).

Основной пик “моды” на исследования фура-
нокумаринов пришелся на 1960–70-е гг., когда
были открыты большая часть известных ныне
структур и установлены их химические свойства.
В настоящее время фуранокумарины (бергап-
тен, псорален, императорин, сфондин, ангели-
цин и др.) широко исследуют как лекарственные
вещества (лечение раковых и кожных заболева-
ний, использование их антисептических, нейро-
протекторных, остеопротекторных и антиокси-
дантных свойств).

Монографии и справочники, систематизиру-
ющие и классифицирующие сведения о фурано-
кумаринах, активно издавали в 1970-х и 1990-х гг.
(примеры отечественных справочников – [1–3]).
Последняя крупная зарубежная работа, система-
тизирующая информацию по природным кума-
ринам, включая фурокумарины, опубликована в
2002 г. [4]. С развитием интернета и электронных
технологий информация стала собираться в элек-

Сокращения: 4CL – 4-кумарат-коА-лигаза; 5-OH-XS –
5-OH-ксантотоксинсинтаза; AkPT1 – пренилтрансфераза
Angelica keiskei; AS – ангелицинсинтаза; BMT – бергаптол-
О-метилтрансфераза; C2'H – p-кумароил-коА-2'гидрокси-
лаза; C4H – циннамат С-4-гидроксилаза; Cox-2 – цикло-
оксигеназа 2; CpPT1 – пренилтрансфераза Citrus paradisi;
CS – колумбианетинсинтаза; FDA – Food and Drug Ad-
ministration, Управление по контролю качества пищевых
продуктов и лекарственных средств, США; MS – марме-
зинсинтаза; NF-κB – Nuclear Factor Kappa of activated B
cells; P5M – псорален-5-монооксигеназа; PAL – фенил-
аланинаммиаклиаза; PI3/Akt – фосфатидилинозитол-3-
киназа; PS – псораленсинтаза; P-UVA – псорален-ультра-
фиолетовая терапия; TNF – фактор некроза опухоли;
U6(8)DT (PT) – диметилаллил дифосфат:умбеллиферон
пренилтрансферазы по 6 или 8 положению; XMT – ксан-
тотоксол-О-метилтрансфераза; XS – ксантотоксолсинта-
за; ВИЛАР – Всероссийский институт лекарственных и
ароматических растений; БИН РАН – Ботанический ин-
ститут им. В. Л. Комарова РАН.

УДК 581.1

ОБЗОРЫ
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тронные специализированные химические базы.
В них включены данные о структурах, спектрах,
наименованиях, биологической активности и
других свойствах веществ. Однако в избытке ин-
формации кроется проблема: исчезает систем-
ность, общий взгляд на представленность фура-
нокумаринов и их многообразие. Существующие
базы не дают представления о том, сколько фура-
нокумариновых структур встречается в природе,
какие из них могут синтезироваться растениями
самостоятельно, а какие получают только искус-
ственно. Отдельные же обзоры посвящены узким
тематикам: конкретным веществам или растени-
ям с лекарственными свойствами. К недавним
обзорам, посвященным природным кумаринам
(в том числе фуранокумаринам), можно отнести
обзоры [5, 6], которые содержат много полезной
информации о методах выделения фуранокума-
ринов, их разнообразии и биологической актив-
ности, однако они не сосредоточены на привязке
фуранокумаринов к таксономическом положе-
нию вида.

Наибольшее количество видов растений, у ко-
торых обнаружены фуранокумарины, принадле-
жит к семейству Зонтичных, хотя они встречают-
ся и у других семейств растений. Эта публикация
ограничена теми структурами, которые встреча-
ются именно у Зонтичных растений. Одним из
представителей семейства Зонтичных является
борщевик Сосновского. Это растение отличается
очень высокой инвазивностью, выживаемостью
и биомассой. Именно фуранокумарины обеспе-
чивают его способность вызывать опасные ожоги
на коже. Однако при всей опасности этого расте-
ния фуранокумарины, которые в нем содержатся
(бергаптен, псорален, ксантотоксин, императо-
рин, пимпинеллин), широко применяются и изу-
чаются в фармацевтике, например, для лечения
кожных или нейродегенеративных заболеваний
(см. раздел 7). Поэтому борщевик Сосновского
может быть не только опасным инвазивным рас-
тением, но также и источником лекарственных
соединений.

Достижения современных геномных и метабо-
ломных технологий позволяют исследовать про-
цесс синтеза фуранокумаринов на геномном
уровне (поиск и аннотация генов синтеза в раз-

личных видах). Объем знаний о фуранокумари-
новых структурах, представленных в определен-
ных таксонах растений, позволяет перейти к во-
просам синтеза и связать метаболомные и
генетические данные.

Цель обзора – представление исторических и
новейших данных о фуранокумаринах естествен-
ного происхождения; систематизирование сведе-
ний о многообразии структур, синтезирующихся
в семействе Umbelliferae, и описание известных к
настоящему времени этапов и ферментов их био-
синтеза, а также характеристика биологической
активности фуранокумаринов и способов их при-
менения в медицине.

1. ИСТОРИЯ И ГЕОГРАФИЯ ИЗУЧЕНИЯ 
ФУРАНОКУМАРИНОВ

История изучения фуранокумаринов берет на-
чало еще в XIX в. Первым фуранокумарином, от-
крытым в 1833 г., стал пейцеданин [7], за ним в
1839 г. бергаптен [8]. Первым угловым фураноку-
марином, открытым в 1844 г., был атамантин [9]
(рис. 2).

До 1930-х гг. исследования фуранокумаринов
проводили в немецких лабораториях, и они были
посвящены установлению химических свойств и
структур этих веществ. С 1930-х гг. к исследова-
ниям фуранокумаринов в лекарственных расте-
ниях присоединились японские исследователи.
Основной пик изучения фуранокумаринов при-
шелся на 1960–70-е гг. с развитием методов ЯМР
и масс-спектрометрии, позволяющих установить
точную структуру вещества. В этот период широ-
комасштабные исследования проводились в
СССР, Индии, Египте, Скандинавии, Канаде,
Испании, Франции, Италии, Египте, Иране,
Болгарии, США, Польше и Чехословакии. Ис-
следования в Советском Союзе осуществлялись в
ВИЛАР, БИН РАН, Харьковском фармацевтиче-
ском институте, в институтах Узбекистана и рес-
публик Закавказья. В этих странах интерес к теме
связан с исследованием растений как источников
фармацевтического сырья. В те годы было выпу-
щено множество справочников по фуранокума-
ринам и справочных публикаций [1, 2] и устанав-
лено большинство структур фуранокумаринов.

В 1970–80-е гг. в канадской (работы Steck W.,
Brown S.A. и др.) и итальянской лабораториях
(работы Caporale G., Dall’Aqua F. и др.) (см. ссыл-
ки в разделе 5) заложены парадигмальные пред-
ставления о пути биосинтеза фуранокумаринов:
от общего предшественника умбеллиферона че-
рез его пренилирование и образование фураново-
го кольца в деметилсуберозин и остенол, затем
через окисление фуранового кольца – к структу-
рам псоралена и ангелицина (раздел 5). Однако, в
отличие от многих других путей биосинтеза, про

Рис. 1. Базовая структура линейного (псораленовая
структура) и углового (ангелициновая или изо-псора-
леновая структура) фуранокумаринов.

O OO
1 1'8

7
2

3
4 5

6 3'

2'

OO
1

8

72

3
4 5

6

O
3'

1'

2'Псорален Ангелицин 



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

ФУРАНОКУМАРИНЫ ЗОНТИЧНЫХ 717

Р
ис

. 2
. П

ри
м

ер
ы

 ф
ур

ан
ок

ум
ар

ин
ов

 с
 р

аз
ли

чн
ы

м
и 

ст
ру

кт
ур

ны
м

и 
ос

об
ен

но
ст

ям
и.

O
O

O
O

H

М
ар

м
ез

ин
 

O
O

O

O

П
ей

це
да

ни
н 

O
O

O
O

Ф
ел

ам
ед

ин
 

O

O
O

O

O
H

К
ол

ум
би

ан
ет

ин
 

O
O

O

O
Л

иб
ан

ор
ид

ин
 

O

O
O

O
H

O

Б
ер

га
пт

ол
 

O
O

O

O

Б
ер

га
пт

ен
 

O
O

O

O

И
зо

пи
м

пи
не

лл
ин

 

O

O
O

O

С
ф

он
ди

н 

O
O

O

П
им

пи
не

лл
ин

 

O
O

O

O
O

O

O

Н
от

оп
те

ро
л 

O
H

O
O

O А
лл

ои
м

пе
ра

то
ри

н 

O
H

O
O

O

И
м

пе
ра

то
ри

н 

O

O
O

O

O

К
ол

ум
би

ан
ад

ин
 

O

O
O

O

O

А
та

м
ан

ти
н 

O

O

O
O

O

O

А
ла

то
л 

H
O

O

O
O

O

O

О
ст

ру
то

л 

O
O

H
O

O
O

O

O

Б
ер

га
пт

ол
-О

-г
лю

ко
зи

д 

O

H
O

O
H

O
H

O
H

O
O

O
O

O
H

O

O
H

O
O

O

O

Ф
ес

ум
ту

ор
ин

 С
 

 

O
O

O

Д
ау

ри
би

ри
н 

Е
 

 

O

O
O

O

O

O

H
O

O
H



718

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

ШТРАТНИКОВА

путь синтеза фуранокумаринов известно доволь-
но мало и имеющаяся информация не объясняет
синтеза всего известного многообразия фурано-
кумаринов.

В XXI в. к исследованиям фуранокумаринов в
растениях присоединились Южная Корея (фар-
мацевтические разработки и создания космети-
ческих средств), Турция и Иран (эндемичные ле-
карственные растения). Сейчас лидером в изуче-
нии фуранокумаринов является Китай, активно
начавший исследования в 1990-х гг.

В настоящее время большинство исследова-
ний ведут не в направлении поиска новых струк-
тур, а в направлении изучения их химической и
биологической активности. Методами системной
биологии с применением баз данных и построе-
ний нейросетей фуранокумарины исследуют в
качестве составляющих лекарственных смесей,
рассчитывают мишени их воздействия в организ-
ме. Множество исследований посвящено исполь-
зованию природных фуранокумаринов в фарма-
цевтике (см. раздел 7). В частности, ксантотоксин
(methoxalen) зарегистрирован FDA в качестве ле-
карственного препарата (ANDA 202687). Ряд фу-
ранокумариновых структур запатентован в каче-
стве составляющих лекарственных средств (при-
меры патентов: бергаптен и псорален [10],
ангелицин [11], сфондин [12], императорин [13],
бьякангелицин [14], оксипейцеданин [15], колум-
бианадин [16], нотоптерол [17]).

Попытки наладить производство фуранокума-
ринов в бактериях или дрожжах пока не достигли
полного успеха ввиду недостатка знаний о фер-
ментах полного пути их биосинтеза [18], однако
удалось создать систему биосинтеза их предше-
ственника умбеллиферона [19].

2. РАЗНООБРАЗИЕ ФУРАНОКУМАРИНОВ
Химически фуранокумарин представляет со-

бой структуру из двух колец, к которой в том или
ином положении присоединено фурановое коль-
цо (рис. 1). В семействе Umbelliferae встречаются
фуранокумарины линейные (группа псоралена) и
угловые (группа изопсоралена, он же ангелицин).
В редких случаях могут встречаться другие типы
фуранокумаринов [4], которые здесь, однако, мы
не рассматриваем.

Стандартной, всеми принятой и используемой
нумерации атомов в молекуле фуранокумаринов
не существует; ряд авторов и групп предпочитают
использовать нумерацию, отличную от IUPAC.
Для целей сравнения структур линейных и угло-
вых фуранокумаринов более наглядной представ-
ляется система с отдельной нумерацией фурано-
вого кольца (рис. 1).

Полный список фуранокумариновых струк-
тур, выявленных к настоящему времени в семей-

стве Зонтичных, составляет более 400. Одной из
задач проводимых нами исследований является
создание базы фуранокумаринов с указанием ви-
дов, из которых были выделены эти вещества, и
отдельного справочника. В данном обзоре будут
показаны только некоторые примеры для опре-
деленных типов структур с целью отразить осно-
ву разнообразия природных фуранокумаринов
(рис. 2).

Классифицировать природные фуранокума-
рины можно по ряду свойств [1, 4].

2.1. Линейная или угловая структура фураноку-
маринов. Основами этих базовых структур явля-
ются вещества псорален (линейный) и ангелицин
(угловой) (рис. 1). В растениях крайне редко вы-
являются другие варианты прикрепления фурано-
вого кольца, которые здесь не рассматриваются. На
рис. 2 примерами угловых фуранокумаринов яв-
ляются колумбианетин, либаноридин, сфондин,
пимпинеллин, колумбианадин, атамантин. Осталь-
ные фуранокумарины представляют собой при-
меры линейных структур (рис. 2).

2.2. Двойная или одинарная (дигидрофураноку-
марины) связь между свободными углеродами в фу-
рановом кольце. Эта связь нумеруется как 2'–3' (по
другой системе 8–9). В ходе биосинтеза (см.
раздел 4) сначала формируются дигидрофура-
нокумарины, которые затем окисляются до
псоралена, ангелицина и их производных. Ди-
гидрофуранокумарины и фуранокумарины
могут модифицироваться независимо друг от
друга, образуя различные производные. При-
меры дигидрофуранокумаринов на рис. 2: мар-
мезин, пейцеданин, феламедин, колумбианетин,
либаноридин, колумбианадин, атамантин.

2.3. Количество заместителей в базовой структуре.
Если за базовую структуру принять структуру
псоралена или ангелицина, то в семействе Umbel-
liferae могут быть только четыре варианта по ко-
личеству заместителей в ней: полное отсутствие
(псорален и ангелицин, рис. 1), однозамещен-
ные, двузамещенные и тризамещенные структу-
ры (в других семействах возможно и больше,
см. раздел 3.9). Примерами однозамещенной
структуры линейных фуранокумаринов являются
все вещества, кроме двузамещенных: пейцеданин,
аллоимператорин, атамантин (рис. 2). Структуры с
тремя заместителями у Зонтичных встречаются
редко, и на рис. 2 их примеры не приведены; угло-
вые тризамещенные структуры в этом семействе
не обнаружены.

2.4. Положение заместителей в базовой структуре.
У зонтичных заместители в фуранокумариновой
структуре встречаются только в четырех положе-
ниях: 5-, 8- (у угловых структур 6-), 2'-, 3'. Приме-
рами веществ с заместителями в 5-положении на
рис. 2 являются бергаптол, бергаптен, изопимпи-
неллин, нотоптерол, аллоимператорин, алатол,
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острутол, бергаптол-О-глюкозид, пимпинеллин.
Вещества с заместителем в 8-положении – изо-
пимпинеллин, аллоимператорин, императорин;
в 6-положении – сфондин и пимпинеллин. Ди-
гидроксикумаринам свойственны заместители в
2'-положении – мармезин, пейцеданин, феламе-
дин, колумбианетин, либаноридин, колумбиана-
дин. Одиночный заместитель 3' практически не
встречается, только в присутствии 2'-заместителя
(пейцеданин, атамантин) (рис. 2). В большинстве
случаев двузамещенных фуранокумаринов заме-
стители встречаются попарно в положениях 5- и
8-, и 2'- и 3'-. Другие сочетания (например, 5' и 2')
обнаруживаются у зонтичных гораздо реже.

2.5. Разнообразие заместителей. Заместители в
молекуле фуранокумарина достаточно разнооб-
разны и подчинены определенной системе, обу-
словленной ходом биосинтеза (см. раздел 5). Не-
посредственно с фуранокумариновым ядром до
появления в боковой цепи первого кислородного
атома контактируют три разновидности замести-
телей: гидроксил, пренил, диметилоксигруппа.
Как у линейных, так и у угловых фуранокумари-
нов формы с одним гидроксилом обнаруживаются
часто (пример – бергаптол) (рис. 2). Дигидрокси-
формы с одновременным присутствием гидрок-
силов в положениях 5- и 8- (5- и 6- для угловых) в
природе до настоящего времени не выявлены.

Прямое пренилирование фуранокумариново-
го кольца (без опосредования кислородом) встреча-
ется довольно редко (аллоимператорин) (рис. 2), и
при этом ни разу не встречается в качестве един-
ственного заместителя; угловых производных та-
кого типа у Зонтичных нет. Пренилированные
напрямую структуры чаще представлены в семей-
стве Rutaceae. Модификации прямой пренильной
группы крайне редки.

Через диметил-оксигруппу присоединяются
заместители в положение 2', такая структура свой-
ственна дигидроксифуранокумаринам и обусловле-
на ходом биосинтеза (см. раздел 4). Примеры на
рис. 2: мармезин, колумбианетин. В составе пей-
цеданина, вероятно, находится уже восстанов-
ленная диметил-оксигруппа.

К кислороду гидроксила упомянутых выше
групп могут быть присоединены следующие за-
местители, примеры которых представлены на
рис. 2:

– метильная группа (С1) – наиболее часто вы-
являемые соединения, встречаются практически
у всех видов и в разных семействах (бергаптен,
сфондин, изопимпинеллин, пимпинеллин);

– изопренильная группа (С5) с ее модифика-
циями – императорин, колумбианадин, атаман-
тин, алатол, острутол (подраздел 3.6),

– геранильная группа (С10) – встречается у не-
большого количества групп растений (пример –
нотоптерол, у угловых отсутствует);

– гликозидные группы – в основном, глюкоза
(бергаптол-О-глюкозид);

– другие заместители (например, бензоильная
группа (феламедин) и ацетильная группа (либа-
норидин)) – встречаются редко.

Для положений 5, 6 и 8 связь с гидроксилом
всегда простая эфирная, для положений 2' и 3'
связь с диметил-оксигруппой почти всегда слож-
ноэфирная.

К модифицированной пренильной или гера-
нильной группам присоединяются следующие
заместители: гидроксил (оксипейцеданин гидрат)
(рис. 3), ацетил, пренил и его модификации
(острутол) (рис. 2), иногда – молекулы со следую-
щими вариантами по количеству атомов углерода:
С1 (алатол) (рис. 2), С3, С4, С12, С14, С18, поли-
ацетилены (фалькариндиол) и дополнительные
глюкозиды. Через простую эфирную связь к пре-
нильной группе присоединяются трет(tert)-про-
изводные (алатол) (рис. 2). Втор(sec)-производ-
ные присоединяются через сложно-эфирную
связь (С2, С5, гликозиды, пример: острутол) (рис. 2).
Для угловых фуранокумаринов подобные струк-
туры (с модификациями пренильной группы) в
положениях 5 и 6 не свойственны, но встречаются
сложные сочетания групп заместителей в поло-
жении 2’.

Заместители более сложных структур с моди-
фикациями предыдущих заместителей у Зонтич-
ных практически не встречаются (явления диме-
ризации рассмотрены отдельно).

2.6. Пренильные группы и их модификации.
Двойная связь изопреноидной и геранильной це-
почек может окисляться и формировать окси- и
эпокси-варианты (изоимператорин, оксипейце-
данин, оксипейцеданин гидрат) (рис. 3). Реже
возможны оксо-варианты (изооксипейцеданин)
(рис. 3). Двойная связь может также восстанавли-
ваться, образуя изовалератные (3-метилбутано-
вые) производные (атамантин) (рис. 2).

Структуры с изопреноидной двойной связью
имеют ряд изомеров, которые могут переходить
друг в друга. Соответствующие производные на-
зываются ангелат (дельтоин), тиглат (шпренгели-
анин) и сенеционат (пранчимгин) (рис. 3). Анге-
лат и тиглат трудно различимы при химическом
анализе, для их идентификации нужны специаль-
ные методики и стандарты. Чаще структуру иден-
тифицируют как ангелат, нежели тиглат.

Изопреноидные производные в двузамещен-
ных структурах возможны в попарных положени-
ях заместителей 5- и 8-, или 2' и 3'. Геранильные
производные известны только для однозамещен-
ных структур. Структур с бóльшим количеством
элементов в изопренильной цепи (С15 или С20)
не обнаружено.

2.7. Олигомеризация фуранокумаринов. По гид-
роксильным и кислородным группам фураноку-
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марины могут димеризоваться друг с другом, об-
разуя олигомеры до четырех мономеров в цепочке
(бирины, тририны и квадрорины) (примеры двух
биринов приведены на рис. 2). При этом димери-
зация может идти как по гидроксилам изопре-
нильной цепи (фесумтуорин С), так и с участием
кето-группы в пироновом кольце (даурибирин Е)
(рис. 2). Олигомеризация не обязательно происхо-
дит через соединение одинаковых молекул (даури-
бирин Е: две молекулы оксипейцеданин гидрата), в
цепи могут быть и разные структуры (фесумтуо-
рин С: оксипейцеданин гидрат, геракленол). При
димеризации возникают новые стереоактивные
центры и, таким образом, увеличивается количе-
ство энантиомеров. Олигомерные фуранокума-
рины открыты лишь недавно у небольшого коли-
чества видов, для некоторых из них выявлены ан-
тивоспалительные свойства [20].

2.8. Основные закономерности в строении фура-
нокумариновых структур у Зонтичных растений.
В семействе зонтичных присутствуют, в основ-
ном, следующие структуры: а) 1 или 2-замещен-
ные, б) 5-, 8-, 2- одинарные производные и в) 5- и
8-, 2- и 3- двойные производные. Заместители
большей частью соединены с основным скелетом
через простую эфирную связь, прямые прениль-
ные радикалы достаточно редки. Гидроксильные

производные базового скелета встречаются зна-
чительно реже метил-оксопроизводных. Дигид-
роксильных 5,8- (5,6) производных в природе не
обнаружено. Угловые структуры выявляются ре-
же, чем линейные. Очень мало пренилированных
вариантов угловых фуранокумаринов в 5- и 6- по-
ложениях. Существует много видов растений, где
есть линейные производные, но нет угловых, то-
гда как обратный вариант встречается крайне
редко. Это привело исследователей к мысли, что
синтез угловых производных возник в эволюции
позже синтеза линейных производных и, возмож-
но, был следствием нарушения механизма синте-
за линейных производных [21].

Линейным фуранокумаринам свойственно
преобладание 5- и 8-производных, угловым –
2',3'-производных. Многообразие изопрениль-
ных производных связано с модификациями боко-
вых цепей, которые характерны для стадий бета-
окисления жирных кислот (гидроксилирование,
эпоксидирование, окисление-восстановление
двойных связей). Возможно, в синтезе таких про-
изводных также участвуют ферменты окисления
жирных кислот.

2.9 Отличия фуранокумаринов семейства Um-
belliferae от фуранокумаринов других семейств. По-
мимо семейства Umbelliferae фуранокумарины

Рис. 3. Модификации и изомерия пренильной связи.
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встречаются также и в других семействах расте-
ний, например, в семействах Rutaceae, Fabaceae,
Moraceae, Asteraceae. В основном они представле-
ны теми же, что и у Зонтичных, основными
структурами (5- и 8- замещенными фуранокума-
ринами), однако есть и различия. Так, в семей-
стве Rutaceae ряд структур фуранокумаринов
имеют заместители в пироновом кольце (такие
структуры полностью отсутствуют у Зонтичных),
у цитрусовых широко представлены геранил-
производные (такие как бергамоттин и нотопте-
рол) [4]. Кроме того, у Рутовых могут встречаться
фуранокумарины с тремя и четырьмя заместите-
лями, а также разнообразные димерные произ-
водные, в том числе димеры с кумариновыми
структурами. Чаще, чем у Зонтичных, встречают-
ся прямые пренильные производные (у Зонтич-
ных почти все пренильные производные связаны
с ядром через кислород). Однако детальная систе-
матизация фуранокумаринов других семейств, кро-
ме Зонтичных, выходит за рамки данного обзора.
Обнаружение фуранокумаринов в дальнородствен-
ных таксонах предполагает случай конвергентной
эволюции в ответ на давление окружающей среды
[5]. Участие конкретных ферментов в синтезе раз-
личных форм фуранокумаринов и пути синтеза
этих форм остаются слабоизученными.

3. ВИДОВАЯ ПРЕДСТАВЛЕННОСТЬ
Наиболее представительной работой (по коли-

честву видов растений), отражающей представ-
ленность кумаринов и фуранокумаринов в раз-
ных таксономических группах, является справоч-
ник, опубликованный в 1971 г. [2]. Данные,
приведенные ниже, взяты из этого справочника,
а также из предполагаемой к будущей публика-
ции базы автора обзора.

Ко времени написания обзора (июль 2023 г.) фу-
ранокумарины были обнаружены более, чем в
500 видах Зонтичных, объединенных в более чем
в 100 родов. Наибольшее разнообразие фураноку-
маринов найдено в видах трибы Selineae (172 ви-
да, главным образом, в родах Angelica, Seseli, Peu-
cedanum), за ней Tordyleae (75 видов, в основном,
в роде Heracleum) и Cachrys (58 видов, по большей
части, в родах Prangos и Ferulago). В трибе Scandi-
ceae (исследован 51 вид, в основном виды рода
Ferula) выявили мало фуранокумаринов, однако
практически везде был обнаружен их предше-
ственник умбеллиферон. Самым изученным рас-
тением (по количеству публикаций) является ле-
карственное растение традиционной китайской
медицины Angelica dahurica, в котором исследова-
тели определили свыше 120 фуранокумариновых
структур.

Почти все исследованные растения семейства
Umbelliferae, содержащие фуранокумарины, при-
надлежат к апиоидной суперкладе. В отдельную

кладу Physospermopsis попадает одно из активно
исследуемых лекарственных растений Notopterigi-
um incisum, которое отличается большим разнооб-
разием геранилированных производных, отсут-
ствующих в других кладах. Есть также сообщения
и о выявлении фуранокумаринов в других кладах
[2]. Наиболее исследованными оказались лекар-
ственные и сельскохозяйственные растения: An-
gelica dahurica, Ammi majus, Apium graveolens, Cnidi-
um monnieri, Pastinaca sativa, Notopterigium incisum,
Petroselinum crispum и др.

Распределение типов фуранокумаринов в раз-
личных видах семейства может отражать органи-
зацию их биосинтетических путей и филогению
ферментов (для семейства Rutaceae и цитрусовых
такая работа уже проделана [22]). Для семейства
Зонтичных подобная работа еще только предстоит.

4. ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ БИОСИНТЕЗА 
ФУРАНОКУМАРИНОВ

Пути синтеза фуранокумаринов, принимае-
мых сейчас как основные, установлены в работах
канадской (работы Steck W., Brown S.A. и др.) и ита-
льянской лабораториях (работы Caporale G.,
Dall’Aqua F. и др.) в 1970-80-х гг. (ссылки см. ниже).

4.1. Синтез умбеллиферона
Предшественником фуранокумаринов счита-

ется кумарин умбеллиферон. Это вещество син-
тезируется в шикиматном пути из аминокислоты
фенилаланина (рис. 4). Под действием фенилала-
нинаммиаклиазы (ФАЛ, или PAL) фенилаланин
дезаминируется до коричной кислоты [23, 24].
После этого коричная кислота окисляется цинна-
мат С-4-гидроксилазой (С4Н), образуя пара-ку-
маровую кислоту с гидроксилом в С4-пара-поло-
жении [25, 26]. Затем фермент 4-кумарат-коА-ли-
газа (4CL) присоединяет к кислотной группе
кофермент А [27]. На последней ферментативной
стадии фермент p-кумароил-коА-2'гидроксилаза
(С2'Н) снова окисляет кольцо, встраивая гидрок-
сил в 2-положение [28–30]. В результате последу-
ющей спонтанной перестройки пироновое кольцо
замыкается и образуется умбеллиферон (рис. 4).
Более подробную детализацию и связь приведен-
ных реакций с другими путями биосинтеза фла-
воноидов и шикиматного пути можно найти в ра-
ботах [19, 31].

Гипотеза, согласно которой при образовании
фуранокумаринов вначале синтезируется бензо-
фурановое производное, а затем замыкается пи-
роновое кольцо, была опровергнута исследовани-
ями c использованием меченых предшественни-
ков [32]. В своей гликозилированной форме
(скиммин) умбеллиферон транспортируется в ли-
стьях к местам синтеза фуранокумаринов. Здесь
он дегликозилируется [33].
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4.2. Синтез дигидрофуранокумаринов,
углового и линейного базового скелета

Последующий путь синтеза фуранокумаринов
разветвляется на путь образования линейной и
угловой форм (рис. 5). Этот этап зависит от того,
какое именно положение в молекуле умбеллифе-
рона будет пренилировано – 6 или 8 [21, 33]. При
пренилировании 6-положения ферментом диме-
тилаллил дифосфат:умбеллиферон пренилтранс-
феразой (U6DT) образуется кумарин деметил-
суберозин, а при пренилировании 8-положения
(U8DT) – кумарин остенол [34]. Затем под дей-
ствием мармезинсинтазы и колумбианетинсинтазы
пренильная цепь и гидрокси-группа замыкаются в
фурановое кольцо. Образуются мармезин (линей-
ный дигидрофуранокумарин) и колумбианетин
(угловой дигидрофуранокумарин) [21, 35]. После
этого под действием ферментов псорален- и анге-
лицинсинтаз фурановое кольцо окисляется и
“носовая группа” отщепляется, формируются ба-
зовые структуры псоралена и ангелицина [36].
В синтезе псораленовых и ангелициновых струк-
тур участвуют (+)-энантиомеры мармезина и ко-
лумбианетина [21, 37].

В этой цепи хорошо изучены ферменты
U6/8DT [38–42], а также псорален- и ангелицин-
синтазы [43–47]. Мармезинсинтаза обнаружена
только одна, причем не в семействе Зонтичных, а
у Ficus carica, и гомологов ее у зонтичных на дан-
ный момент не обнаружено [48]. Существование
колумбианетинсинтазы же только предполагает-
ся [31, 49]. Ферменты, в результате которых обра-
зуются 2'- и 3'-производные дигидрофуранокума-
ринов, неизвестны.

4.3. Модификации базового ядра

Дальнейшая модификация фуранокумарино-
вого скелета происходит за счет гидроксилиро-
ваний и метоксилирований (рис. 6а) [36, 50].

(Тем не менее, не исключен и путь, в котором
сначала гидроксилируется мармезин и лишь по-
том синтезируются производные псоралена [51],
однако превалирует, по-видимому, описанный
далее в этом разделе путь [52]). Вначале осу-

Рис. 4. Синтез умбеллиферона из фенилаланина. PAL – фенилаланинаммиаклиаза, С4H – циннамат С-4-гидрокси-
лаза, 4CL – 4-кумарат-коА-лигаза, C2’H – p-кумароил-коА-2’гидроксилаза.
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ществляется гидроксилирование псоралена
(ксантотоксолсинтаза, XS, и псорален-5-моно-
оксигеназа, P5M) [53, 54]. Известны ферменты,
которые метоксилируют гидроксильные произ-
водные (бергаптол/ксантотоксол-О-метилтранс-
фераза, BMT/XMT) [55–60]. После метоксили-
рования одного из положений (5 или 8) может гид-
роксилироваться противоположное (8- или 5-),
соответственно (известен фермент 5-ОН-ксанто-
токсинсинтаза, 5-OH-XS) [54]. Образующийся
гидроксил также может метоксилироваться и
синтезироваться изопимпинеллин [50], синтез
изопимпинеллина возможен и из 5,8-дигидрок-
сипсоралена [61] (однако последнее вещество в рас-
тениях семейства Umbelliferae не обнаруживается).
Возможны также процессы деметоксилирования,
в результате которых псорален образуется из
ксантотоксина или бергаптена [32]. Предполагае-

мая схема биосинтеза более многочисленных ва-
риантов (в том числе гипотетических), включая
угловые и изопентенильные производные, при-
водится в работе Сацыперовой и Комиссаренко
[62]. Вероятно, подобный путь используется при
синтезе производных ангелицина (рис. 6б). Для
угловых производных фуранокумаринов неизве-
стен ни один фермент их биосинтеза. Ранее вы-
двигалась гипотеза о том, что угловые метоксиль-
ные производные могут синтезироваться через
формирование фуранового кольца у метоксили-
рованных кумариновых предшественников [63],
но, насколько известно, она до сих пор не полу-
чила подтверждения.

Пренилированные производные образуются
почти всегда через псорален, а не через мармезин
[64, 65] или его производные. Но для этих процес-
сов известны лишь отдельные ферменты, которые

Рис. 6. Гидроксилирование и метоксилирование базового фуранокумаринового ядра. XS – ксантотоксолсинтаза,
P5M – псорален-5-монооксигеназа, BMT – бергаптол-О-метилтрансфераза, 5-OH-XS – 5-OH-ксантотоксинсин-
таза. XMT – ксантотоксол-О-метилтрансфераза. 5,8-дигидроксипсорален в природе не обнаруживается. а) Синтез
линейных метоксилированных производных. б) Синтез угловых метоксилированных производных.
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осуществляют пренилирование и геранилирова-
ние молекулы [66] (рис. 7а). Путь биосинтеза пре-
нилированных производных ангелицина, отра-
женный на рисунке 7б, является гипотетическим.

Других ферментов биосинтеза фуранокумари-
нов на сегодняшний день не выявлено. Можно
предположить, что их поиск следует проводить в
семействе p450-цитохромов, поскольку не менее
четырех доказанных реакций синтеза фураноку-

маринов осуществляются с помощью p450-цито-
хромов: С4Н, MS, PS, XS [31].

5. ЛОКАЛИЗАЦИЯ ФУРАНОКУМАРИНОВ 
В ТКАНЯХ И ОРГАНАХ РАСТЕНИЙ

Кумариновые и фуранокумариновые соедине-
ния способны флуоресцировать и могут быть об-
наружены под люминесцентным микроскопом.

Рис. 7. Образование пренилированных производных фуранокумаринового ядра (гипотетическая схема). а) Образова-
ние пренилированных производных линейных фуранокумаринов. Приведен пример только для одного типа произ-
водных, с заместителями в 5-положении. Предположительно, производные с 8- и 5,8-заместителями синтезируются
по тому же принципу, однако ферменты могут отличаться, поскольку 5- и 8-положения фуранокумаринового ядра не
полностью идентичны. AkPT1 – пренилтрансфераза Angelica keiskei, CpPT1 – пренилтрансфераза Citrus paradisi [66].
б) Образование пренилированных производных линейных фуранокумаринов. 5-метокси-6-гидроксиангелицин на
данный момент в природе не обнаружен, но может быть гипотетическим посредником в биосинтезе. 6-метокси-5-
изопренильных производных у Зонтичных не выявлено.
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Эта методика обнаружения кумаринов и фурано-
кумаринов применялась с 1960-х гг. для изучения
локализации фуранокумаринов в различных ор-
ганах и тканях растений. Фуранокумарины обна-
руживали как в надземных, так и в подземных ча-
стях растений: листьях, плодах, корнях. При этом
фуранокумарины различались по химическому со-
ставу и имели тканеспецифическую локализацию.

В работах Денисовой с соавт. [67–69] для трех
растений семейства Зонтичных – Archangelica de-
currens, Hippomarathrum microcarpos (в источнике
microcarpum), Seseli campestre – показано присут-
ствие фуранокумаринов в секреторных каналах
плода вокруг зародыша (сеть параэндокарпных
каналов), в кутикуле, в одревесневших стенках
сосудисто-волокнистых пучков, а также в секре-
торных каналах корня. При этом состав фурано-
кумаринов в плодах и корнях был различен.

Флуоресценцию фуранокумаринов также на-
блюдали в проводящих масляных канальцах, свя-
занных с сосудистыми пучками черешков Hera-
cleum lanatum [70]. В этой работе было показано,
что фуранокумарины не транспортируются по
флоэме в листьях, поскольку питающаяся соком
растений тля не содержит фуранокумаринов, как
и выделяемая тлей жидкость. С помощью имму-
ногистохимических экспериментов подтвержде-
но присутствие ферментов синтеза фуранокума-
ринов (PAL и BMT) в эпидермальных клетках и
эпителиальных клетках масляных канальцев, при
этом BMT экспрессировалась в масляных каналь-
цах в течение всего времени жизни растения [71].

Фуранокумарины обнаруживали на поверхно-
сти листьев, в эпикутикулярных восках и на сухих
плодах [72, 73]. Подтверждено присутствие фура-
нокумаринов на поверхности зародыша и в длин-
ных каналах плодов борщевиков H. lanatum и
H. mantegazzianum. На плодах Angelica archangelica
продемонстрировано, что чем больше размер и
степень зрелости зародыша, тем ниже содержа-
ние фуранокумаринов в плодах [74]. При этом в
семенах, где отсутствовали зародыши, фураноку-
марины не были обнаружены [72], тогда как на
поверхности и в тканях зародыши содержали фу-
ранокумарины всегда [73]. Tкани плода имели
меньше фуранокумаринов, чем семена и поверх-
ность (внутренний интегумент плодовой оболочки).
Каллусные культуры Pastinaca sativa и Daucus caro-
ta выделяли фуранокумарины на поверхность
каллусных клеток, в суспензионных культурах их
образовывалось больше на два порядка, чем на
твердом агаре [75].

У Heracleum sosnowsky фуранокумарины лока-
лизованы большей частью на поверхности три-
хом и других эпидермальных клеток, а также в
клетках субэпидермиса. Подобная локализация
обуславливает быстрые фотохимические ожоги

при прикосновении к поверхности покрытых
трихомами органов борщевика Сосновского [76].

Недавние исследования, в которых наряду с
люминесцентными методами используются так-
же масс-спектрометрические, продемонстриро-
вали наличие в корнях Angelica dahurica около 40
фуранокумариновых компонентов. Показано,
что содержание фуранокумаринов в главном кор-
не выше, чем в боковых. Отмечено наличие фура-
нокумаринов в перидерме, коре и флоэме главного
корня, а в боковых корнях – только во флоэме [77].

Таким образом, фуранокумарины локализу-
ются, в основном, на поверхности надземных ор-
ганов или в секреторных каналах, окружающих
семена, сосудистых тканях корней и черешков.
Ферменты их синтеза, по-видимому, расположе-
ны там же [71]. Подобная локализация синтеза
(на поверхностях органов и в секреторных вме-
стилищах) свидетельствует о защитной функции
фуранокумаринов в организме растения.

Дальний и ближний транспорт внутри расте-
ния, а также внутриклеточный транспорт фура-
нокумаринов на данный момент практически не
изучен. Существование внутриклеточного транс-
порта фуранокумаринов подтверждается тем, что
ферменты синтеза фуранокумаринов обнаружи-
ваются в различных компартментах клетки. Так,
псораленсинтаза локализуется в эндоплазмати-
ческом ретикулуме [53], пренил-трансферазы – в
пластидах [39–41], BMT обнаруживалась в цито-
золе [58].

6. БИОЛОГИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ
6.1. Роль фуранокумаринов в растениях

С большой степенью вероятности фураноку-
марины играют в растениях защитную роль, на
что указывает также их выделение на поверхность
эпидермиса и в секреторные вместилища. Наибо-
лее известное свойство фуранокумаринов (фото-
токсичность), вероятно, также служит для защит-
ных целей.

6.1.1. Фототоксичность. Возбужденные ультра-
фиолетом (320–400 нм) фуранокумарины образу-
ют моноаддукты с пиримидиновыми основания-
ми ДНК (со стороны фуранового или пиронового
кольца). Они связываются с ДНК водородными
связями и связями Ван-дер-Ваальса, наиболее
реактивны 5'-TpA-3'-последовательности. Моно-
аддукты со стороны фуранового кольца могут
быть повторно возбуждены вторым УФ-фото-
ном, в результате чего линейные фуранокумари-
ны образуют межнитевые кросс-связи. Действие
псоралена усиливается под влиянием УФ, что
проявляется с задержкой в 20–72 ч. Цитотоксич-
ность высока у псоралена, бергаптена и ксанто-
токсина. При этом под действием УФ уровень их
фототоксичности изменяется в разной степени.
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У двузамещенного (изопимпинеллина), герани-
лированного (бергамоттина) или угловых фура-
нокумаринов фототоксичность значительно по-
нижается. Угловые фуранокумарины или не об-
ладают фототоксическими свойствами, или не
образуют интернитевые связи, только моноад-
дукты [78, 79].

Нарушение структуры ДНК приводит к нару-
шениям ее репликации и появлению мутаций, в
ряде случаев – к развитию опухолей. Возбужден-
ные состояния фуранокумаринов передают энер-
гию кислороду, при этом могут образовываться
синглетный кислород и супероксид-анион ради-
кал [80]. Активные формы кислорода способны
повреждать ядра, органеллы, мембраны и фер-
менты эпидермальных, дермальных и эндотели-
альных клеток животных. Образование липидных
пероксидов мембран, псорален-белковых аддук-
тов и фотоповреждения мембран клеток предпо-
лагаются дополнительными причинами фототок-
сичности [81]. Следствием действия фуранокума-
ринов являются серьезные ожоги и повреждения
кожи [82, 83].

6.1.2. Антимикробные, фунгицидные и антиви-
русные свойства. Простыми в постановке и не тре-
бующими высокотехнологичного оборудования яв-
ляются эксперименты, выявляющие антибактери-
альные и антимикробные, а также фунгицидные
свойства фуранокумаринов. Поэтому после фото-
и цитотоксичности это одни из наиболее известных
их свойств, которые стали изучать с 1950-х гг. – с
момента открытия ряда фуранокумариновых ве-
ществ. В качестве примера можно привести мас-
совое исследование: 33 кумариновых и фураноку-
мариовых соединения против семи бактериаль-
ных, грибных и вирусных штаммов (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis,
Microsporum lanosum, Candida albicans, Entamoeba
histolytica, Trichomonas vaginalis) [84], при этом 14
соединений показали антимикробную актив-
ность. Продемонстрирована активность фелло-
птерина против семи бактериальных и грибных
штаммов, включая E. coli [85], ксантотоксина,
бергаптена, изопимпинеллина против S. aureus и
Candida albicans [86], пранчимгина – против C. al-
bicans [87].

Как в составе растительных экстрактов, так и
выделенные в чистом виде фуранокумарины об-
ладают и антивирусными свойствами. Так, им-
ператорин действовал против вируса герпеса
HSV-1 [88], оксипейцеданин подавлял реплика-
цию вирусов гриппа H1N1 и H9N2 [89], а псора-
лен и ангелицин подавляли репликацию гамма-
геспервирусов MHV-68, EBV и KSHV [90]. Воз-
можно, фуранокумарины являются частью анти-
вирусного иммунитета растений, однако такие
исследования в отношении растительных виру-
сов не проводили.

6.1.3. Инсектициды. Присутствие фуранокума-
ринов в растениях значительно снижает их поеда-
ние насекомыми. Такие свойства были показаны
для изопимпинеллина, бергаптена, изобергапте-
на и пимпинеллина, ксантотоксина, псоралена,
ангелицина, пейцеданина [91]. Угловые фурано-
кумарины показали меньший эффект, а меток-
сильные и безрадикальные фуранокумарины –
более сильный, чем фуранокумарины с изопре-
ноидными (С5) заместителями [92]. На примере
экологических взаимоотношений различных
насекомых и фуранокумарин-содержащих рас-
тений Pastinaca sativa и Heracleum, которые явля-
ются их кормовой базой, проведен ряд исследова-
ний процессов коэволюции [93–95].

6.1.4. Участие в ответе на стресс и элиситоры.
В ответ на поранение корней и листьев Petroseli-
num crispum [96] или при заражении фитофторой
почек P. crispum [97] вокруг поврежденных участ-
ков увеличивалась активность ферментов синтеза
фуранокумаринов (PAL, 4CL, BMT) и накаплива-
лись фуранокумарины [98]. Сходные явления
(накопления фуранокумаринов и увеличение ак-
тивности их ферментов синтеза) наблюдали в
культурах клеток при обработке метилжасмона-
том (P. crispum [99]), дрожжевым экстрактом
(Glehnia litoralis [100]) и элиситором на основе вы-
тяжки из гриба фитофторы (Ammi majus [101], Pso-
ralea coryifolia [102], P. crispum [103]). Таким образом,
фуранокумарины являются частью защитных реак-
ций растения на повреждение в результате воз-
действия патогенов.

6.2. Биологическая активность фуранокумаринов 
для человека. Роль в медицине

Применение фуранокумаринов в медицин-
ских целях – чрезвычайно обширная тематика, на
эту тему есть подробные обзоры [5, 104–106].
В этом обзоре мы ограничимся лишь некоторыми
примерами.

6.2.1. Лечение кожных заболеваний. С начала
их активного исследования в 1950-х гг. фураноку-
марины изучаются не только как вещества, нано-
сящие ожоги, но и как лекарственные средства
для лечения кожных заболеваний. Одним из пер-
вых таких веществ оказался ксантотоксин в лече-
нии псориаза [107] и витилиго [108]. В настоящее
время для лечения псориаза используют псора-
лен-УФ терапию (P-UVA), в которой применяют
псорален, бергаптен, ксантотоксин и синтетиче-
ский аналог, не встречающийся в растениях Um-
belliferae, триоксален (триметилпсорален) [109].
Производные псоралена под действием ультра-
фиолета стимулировали пролиферацию и диффе-
ренцировку меланоцитов [110], ингибируя деле-
ние базальных клеток [111]. Это же свойство про-
изводных псоралена используется при лечении
витилиго [112].
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6.2.2. Противоопухолевая активность. Иссле-
дования фуранокумаринов как противоопухоле-
вых агентов ведутся уже около 70 лет. В нашей
стране они начались еще во второй половине
1940-х гг. в ВИЛАР. В работах группы Никонова
[113] было сделано наблюдение, что антимитоти-
чески активные препараты содержали карбо-
нильную группу, находящуюся в сопряжении с
одной или несколькими двойными связями, в
частности, лактоны кумариновой группы, кар-
бонильная группа которых находится в сопряже-
нии с двойной связью пиронового кольца и аро-
матическим ядром. Это заставило исследовате-
лей обратить внимание на группу производных
псоралена – фуранокумаринов. Дигидрофурано-
кумарины действовали при этом слабее, чем де-
гидрированные производные, вероятно, из-за на-
рушения сопряженности связей, а вещества с
метоксильными радикалами – эффективнее ве-
ществ с гидроксильным или алкильными ради-
калами. В последующих работах той же группы
[114] были исследованы 113 видов растений из 18
семейств и показана высокая противоопухолевая
активность (на клетках асцитного рака Эрлиха)
для экстрактов 75 растений и 11 индивидуальных
веществ.

Изучение антимитотических свойств и меха-
низмов цитотоксического действия фуранокума-
ринов с тех пор значительно расширилось. Наблю-
дали защитные свойства фуранокумаринов в случа-
ях лейкемии, глиомы, злокачественных опухолей
груди, легких, почек, печени, шейки матки, яични-
ков, простаты и др. [106]. Среди механизмов дей-
ствия – индукция апоптоза, аутофагия [115], на-
рушения клеточного цикла.

Индукция апоптоза происходит через ряд сиг-
нальных систем клетки и факторов транскрип-
ции, на которые оказывают влияние фураноку-
мариновые структуры. Так, с развитием раковых
и воспалительных процессов связан ядерный
фактор каппа (Nuclear Factor Kappa of activated B
cells, NF-κB). Фуранокумарины (например, псо-
рален [116]) ингибировали активность этого фак-
тора и последующие негативные процессы, им
вызываемые. Фосфатидилинозитол-3-киназы
(PI3/Akt) инактивировали каспазы и другие фер-
менты апоптоза; фуранокумарины активировали
эти ферменты через подавление PI3/Akt-пути
(например, ксантотоксин [117]). Фактор p53 по-
давлял развитие опухолей, нарушая клеточный
цикл и стимулируя апоптоз. Фуранокумарины
усиливали его экспрессию (например, императо-
рин [118]). Активировались апоптотические каспа-
зы, а клеточный цикл останавливался в фазе G1.

Остановка клеточного цикла – также один из
механизмов цитотоксического действия фурано-
кумаринов. Блокирование может происходить на
разных фазах (G2/M, G1/S) [104]. Например,

бергаптен ингибировал циклин B1, что приводи-
ло к задержке клеточного цикла на фазе G2/M, а
это, в свою очередь, нарушало пролиферацию и
вызывало апоптоз [119].

Цитотоксические свойства показаны как для
линейных (псорален [120], бергаптен [121], ксан-
тотоксин [122], императорин [123], изоимперато-
рин [124], оксипейцеданин [125]), так и для угло-
вых (ангелицин [126]) фуранокумаринов. При
этом ангелицин считается более перспективным
в качестве антиракового агента, поскольку не
имеет побочных фототоксических и канцероген-
ных свойств [126].

6.2.3. Канцерогенность. Наряду со свойствами
цитотоксичности, фуранокумарины могут быть
канцерогенами. Многолетние исследования по-
казали, что через 15–25 лет после PUVA-терапии
у пациентов могли развиваться плоскоклеточная
карцинома, карцинома базальных клеток и не-
меланомный рак кожи [127, 128].

6.2.4. Использование в косметических кремах.
Поскольку было выявлено, что фуранокумарины
влияют на содержание меланина и пролифера-
цию клеток, его вырабатывающих, их часто до-
бавляли в косметические крема. Императорин и
изоимператорин снижали содержание меланина
(в клетках меланомы B16) и ингибировали в них
экспрессию тирозиназы, поэтому были предло-
жены как агенты для отбеливания кожи [129].
Также подавляют синтез меланина феллоптерин,
геракленин, колумбианадин и оксипейцеданин.
Псорален, ксантотоксин, изопимпинеллин, ге-
ракленол, оксипейцеданин гидрат, бьякангели-
цин и эдултин, наоборот, увеличивают синтез ме-
ланина [130]. Поэтому фуранокумарины исполь-
зовали в косметических кремах и для лечения
витилиго [131]. Однако, поскольку они имеют
канцерогенную и фототоксическую активность, в
ряде азиатских и европейских стран содержание
фуранокумаринов в косметических составах не
превышает определенного уровня [132, 133].
Предложено также определять их содержание по
шести маркерам: бергаптен, бергамоттин, бья-
кангеликол, эпоксибергамоттин, изопимпинел-
лин и оксипейцеданин [133]. При этом нотопте-
рол включается в состав косметических компози-
ций [134] как агент, снижающий содержание
меланина.

6.2.5. Нейропротекторы. Одной из причин ней-
родегенеративных заболеваний (болезни Пар-
кинсона и Альцгеймера) является холинергиче-
ский недостаток в тканях мозга, связанный, в том
числе, с переизбытком ацетилхолинэстеразы и
бутирилхолинэстеразы. В ряде публикаций было
показано, что фуранокумарины императорин,
оксипейцеданин, бергаптен, псорален способны
ингибировать эти ферменты [120, 135–137].
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6.2.6. Заменители эстрогенов. Фуранокумари-
ны (8-гидрокси-5-метоксипсорален и аллоизо-
императорин) вызывали эстрогенный ответ (ин-
дукцию щелочной фосфатазы AP) у клеток с эст-
рогеновым рецептором (“Ishikawa cell line”) [138].
Экспрессия эстрогенового рецептора α (ERα) яв-
ляется маркером рака груди. Бергаптен снижал
его экспрессию через убиквитин-протеасомный
путь регуляции содержания белков [139]. Фер-
ментативная активность PI-3 киназы в эстроген-
зависимых раковых клетках MCF-7 усиливалась
под действием эстрадиола; бергаптен ослаблял
влияние эстрогена [140].

6.2.7. Антиостеопорозные свойства. Псорален
усиливает пролиферацию и дифференциацию
остеобластов, ингибирует дифференциацию и
активацию остеокластов, снижает воспаление и
увеличивает продолжительность жизни хондро-
цитов при остеоартритах [120]. Сходными свой-
ства обладает и бергаптен [121]. Геракленин уси-
ливает дифференциацию остеобластов и минера-
лизацию мезенхимальных стволовых клеток
[141]. Таким образом, фуранокумарины рассмат-
риваются как возможные лекарственные веще-
ства для лечения костных заболеваний.

6.2.8 Антивоспалительные и иммуномодулирую-
щие свойства. Ряд фуранокумаринов, в том числе
димерные, ингибировали синтез NO, участвую-
щего в процессах воспаления [20, 142]. Фурано-
кумариновые структуры (активнее всего пред-
шественник угловых фуранокумаринов остенол
и 5-замещенный фуранокумарин императорин)
ингибировали активность нейтрофилов, приво-
дящую к воспалительным реакциям (высвобож-
дение активных форм кислорода и протеазы эла-
стазы) [143]. Нодакенин ингибировал ферменты
синтеза NO, синтеза простагландина E2, провос-
палительных цитокинов и снижал выработку дру-
гих факторов, влияющих на воспаление [144].
Колумбианетин ингибировал выход гистамина из
тучных клеток и снижал уровень интерлейкинов
и фактора некроза опухолей TNF-α, экспрессию
циклооксигеназы COX-2 [145, 146]. Колумбиана-
дин применяется при лечении остеоартритов [147].

6.2.9. Антиоксидантная активность. Многочис-
ленные работы посвящены антиоксидантной ак-
тивности фуранокумаринов. Хотя и в довольно
высоких концентрациях, фуранокумарины изо-
пимпинеллин, пимпинеллин, бергаптен подавля-
ли перекисное окисление липидов [148, 149]. Ок-
сипейцеданин и оксипейцеданин гидрат, изо-
императорин и ксанотоксин также показали
антиоксидантную активность, хотя и более сла-
бую, чем активность синтетических антиокси-
дантов [150]. Оксипейцеданин и императорин
снижали высвобождение активных форм кисло-
рода [151]. Антиоксидантная активность показана
для аллоизоимператорина и 5-гидрокси-8-меток-

сипсоралена [152]. При этом экстракты растений,
из которых выделены конкретные вещества, ока-
зывались более эффективными в подавлении
окислительных реакций, чем отдельные вещества
[148], т.е. эффект может суммироваться, в том
числе с эффектом других соединений нефурано-
кумариновой природы.

7. ВЫВОДЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Фуранокумарины представляют собой обшир-
ную группу структур, имеющих разнообразную
биологическую активность. Несмотря на их ши-
роко известную фототоксичность, вещества фу-
ранокумариновой природы могут применяться в
медицине для лечения раковых и нейродегенера-
тивных заболеваний, а также кожных и костных
болезней. Самыми активными в биологическом
плане являются линейные фуранокумарины,
имеющие метоксильные заместители. Разнооб-
разие структур фуранокумаринов представляет
большое поле для исследования синтетических и
метаболомных процессов.

Для семейства Umbelliferae (Apiaceae) сейчас
проводится составление подробной базы, кото-
рая обеспечит не только список фуранокумари-
нов, когда-либо обнаруженных в конкретном рас-
тении, но и связь метаболомных данных с таксо-
номическим положением растения. В настоящее
время появляется все больше и больше геномной
информации о различных видах растений, которая
отличается недостатком аннотирования. Подоб-
ная база поможет объединить таксономические
(филогенетические), метаболомные и геномные
данные и улучшить аннотацию новых геномов в
области ферментов и транскрипционных факто-
ров, вовлеченных в биосинтез фуранокумаринов.
Сопоставление наличия выявленных структур ве-
ществ в растениях с известными последователь-
ностями геномов и отдельных генов позволит
проследить эволюцию ферментов, обнаружить
варианты путей биосинтеза в разных таксонах
растений. Наиболее перспективными возможно-
стями являются прогностические: возможность
определения по геномной аннотации и присут-
ствию определенных ферментов наличия тех или
иных веществ в ранее неисследованных видах
растений, а по набору веществ – присутствия ра-
нее неизвестных ферментов биосинтеза.
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Растения рода Dracocephalum являются источником биологически активных соединений, в том чис-
ле розмариновой кислоты и различных флавоноидов. Их концентрация варьирует в течение вегета-
ционного периода. Для выявления изменения концентраций таких соединений у Dracocephalum
charkeviczii Prob. − эндемичного (сихотеалинско-южнокурильского) вида, дикорастущие и планта-
ционные растения собирали в трех фенологических стадиях: вегетации, цветения-начала плодоно-
шения и подготовки к отмиранию. Методом ВЭЖХ с УФ- и масс-селективным детектированием в
метанольных экстрактах листьев обнаружено 17 компонентов полифенольной природы. Иденти-
фицированы новые вещества для D. charkeviczii – гликозид кумаровой кислоты, рутинозид и глико-
зид кверцетина и кумароилгликозид акацетина. Выявлено, что синтез большинства флавоноидов
был максимален в начале вегетационного периода и постепенно снижался к его концу. Концентра-
ция производных кофейной кислоты (хлорогеновая кислота, гликозид розмариновой кислоты и де-
гидрорабдозиин) возрастала, а суммарная концентрация веществ снижалась к концу вегетации.

Ключевые слова: Dracocephalum charkeviczii, вторичные метаболиты, полифенолы, фенология
DOI: 10.31857/S0015330323600870, EDN: BFNHUD

ВВЕДЕНИЕ
Растения рода Dracocephalum L. (сем. Lamiaceae)

использовали в фитомедицинских препаратах
уже в средние века [1]. Целительные свойства
растений определены наличием в них вторичных
метаболитов, таких как, эфирные масла, феноль-
ные кислоты, тритерпеноиды, флавоноиды и их
глюкозиды [2], биологические свойства которых
ученые исследуют в течение многих лет [3]. На-
пример, фенольные кислоты проявляют проти-
вовоспалительную, противовирусную, антибак-
териальную и антиоксидантную активность [4].
Среди них хлорогеновая, кофейная и розмарино-
вая кислоты были ранее идентифицированы у ви-
дов рода Dracocephalum [5]. Девять метаболитов,
производных кофейной кислоты с преобладани-
ем розмариновой кислоты и сальвианоловой кис-

лоты B, выявлены у растений D. forrestii in vitro [6].
Два последних вещества защищают клетки от по-
вреждений, спровоцированных окислительным
стрессом, способствуют химиопрофилактике ра-
ка [4]. Эти вещества эффективны при терапии це-
реброваскулярных заболеваний и ревматоидного
артрита [7–9].

Сбор лекарственных трав сопряжен с перио-
дом сбора, временем, когда лекарственные свой-
ства максимальны в своем проявлении. Исследо-
вания показали, что фенологические состояния
влияют на синтез вторичных метаболитов у расте-
ний [10–12]. К настоящему времени опубликова-
но несколько работ, посвященных исследованию
качественного состава и количественно содержа-
ния вторичных метаболитов в зависимости от фе-
нологических стадий у представителей рода Dra-
cocephalum [13–16]. Подобные исследования для
вида D. charkeviczii отсутствуют. Ранее у растений
D. charkeviczii из природной популяции и микро-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330323600870 для авторизованных поль-
зователей.

УДК 581.192:57.085
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растений, полученных in vitro, был определен со-
став полифенолов [17].

Целью настоящего исследования было опре-
деление влияния фенологических стадий на кон-
центрацию фенольных соединений у D. charkeviczii.
Данные о колебаниях синтезов метаболитов в
процессе физиологического развития необходи-
мы для разработки программы сбора урожая,
предполагающей минимальное нарушение нор-
мального цикла растений в естественной среде
обитания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изучение профиля полифенолов проведено в

Федеральном научном центре биоразнообразия
наземной биоты Восточной Азии Дальневосточ-
ного отделения Российской академии наук (ФНЦ
Биоразнообразия ДВО РАН) (г. Владивосток) в
2021–2023 гг.

В работе использованы листья змееголовника
Харкевича (Dracocephalum charkeviczii Prob., сем.
Lamiaceae). Это многолетнее травянистое расте-
ние, короткокорневищный поликарпик [18], си-
хотеалинско-южнокурильский эндемик [19]. В
России вид произрастает в Приморском крае и на
о. Кунашир Сахалинской области, а за пределами
страны – в приморских районах Японии и Китая
[20].

Сбор образцов для исследования. Для выявления
изменений синтезов в течение вегетационного
периода листья D. charkeviczii собирали с расте-
ний, произрастающих на частной плантации в
три фенологических периода: май (до цветения –
вегетация), июль (стадия цветения–начала плодо-
ношения) и октябрь (подготовка к отмиранию).
Для проверки гипотезы о существовании различий
в накоплении веществ между плантационными
растениями и растениями, выросшими в природ-
ных популяциях, были исследованы листья, со-
бранные в ненарушенной природной популяции
D. charkeviczii на полуострове Житкова (о. Рус-
ский) в двух фенологических периодах: май (веге-
тация), июль (стадия цветения–начала плодоно-
шения).

Растворители и стандартные образцы. Ацето-
нитрил и метанол были приобретены у Merck
(Германия). Муравьиную кислоту приобрели у
Sigma-Aldrich (Германия). Деионизированную
воду готовили с использованием системы очист-
ки воды Milli-Q Simplicity (Millipore, Франция).
Стандартные образцы кемпферола, рутина, ко-
фейной и хлорогеновой кислоты были приобре-
тены у Sigma-Aldrich.

Исследование состава вторичных метаболитов.
Определение качественного и количественного
состава полифенолов проводили в соответствии с
методом, описанным ранее [17]. Высушенные и

измельченные образцы листьев экстрагировали
80% (по объему) водным метанолом с использо-
ванием ультразвука. Экстракты анализировали
методом ВЭЖХ с использованием хроматографа
Agilent 1260 Infinity (Agilent, США), оснащенного
детектором с диодной матрицей. Аналитическую
колонку Zorbax C18 (150 × 2.1 мм, 3.5 мкм, Agilent,
США) использовали для разделения. В качестве
элюентов использовали 0.1% (по объему) рас-
твор муравьиной кислоты в воде и ацетонитрил.
УФ-спектры в диапазоне длин волн от 200 до
400 нм использовали для идентификации, хрома-
тограммы для количественного расчета регистри-
ровали при значениях длин волн 265 и 330 нм. Для
подтверждения идентификации использовали
масс-спектрометрическое детектирование, сов-
местив ВЭЖХ систему с тандемным масс-спектро-
метром Bruker HCT ultra PTM Discovery System
(Bruker Daltonik, GmbH, Германия). МС-анализы
проводили в режиме ионизации электрораспыле-
нием и одновременной регистрацией отрица-
тельных и положительных ионов. МС/МС-спек-
тры записывали в автоматическом режиме при
напряжении фрагментации 1.0 В. В работе ис-
пользовали оборудование Центра коллективного
пользования “Биотехнология и генетическая ин-
женерия” ФНЦ Биоразнообразия ДВО РАН.

Количественное определение вторичных ме-
таболитов проводили методом внешней калиб-
ровки с использованием коммерчески доступных
стандартных образцов кемпферола (Sigma, Гер-
мания) и кофейной кислоты (Sigma, США).

Диаграммы построены на основе средних
арифметических значений со стандартной ошиб-
кой. Результаты были обработаны с использовани-
ем пакета “Statistica” версии 13.0. Для сравнения
независимых групп данных применяли ANOVA с
критерием Фишера (LSD), критический уровень
значимости при проверке статистических гипотез
принимали равным 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Метанольные экстракты листьев D. charkeviczii,
полученные в разные периоды вегетации, были изу-
чены с использованием метода ВЭЖХ-УФ-МС(/МС).
Типичная ВЭЖХ-УФ хроматограмма анализа не-
очищенного экстракта представлена на рис. 1.
Семнадцать биологически активных компонен-
тов полифенольной природы были определены и
идентифицированы, результаты представлены в
табл. 1 (Дополнительные материалы).

Среди основных обнаруженных биологиче-
ски активных компонентов экстрактов присут-
ствовали те, о которых мы писали ранее [17].
К ним относятся 9 фенилпропаноидов, описан-
ных ранее: кофейная кислота (5), хлорогеновая
кислота (3) и два ее изомера (1 и 4), розмарино-
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вая кислота (11) и ее гликозид (8), рабдозиин (9),
дегидрорабдозиин (16) и сальвианоловая кисло-
та В (15), а также три флавоноида – гликозили-
рованный акацетин (10) и его ацетилированные
производные (12 и 13) [17]. Дополнительно 5 ми-
норных компонентов были определены и иденти-
фицированы путем сравнения их хроматографи-
ческого и масс-спектрометрического поведения
с литературными данными. Соединения, соответ-
ствующие пикам 6 и 7, продемонстрировали схо-
жий УФ-профиль и были предварительно отнесе-
ны к классу флавоноидов (рис. 1). Оба соединения
характеризовались устойчивыми сигналами как
протонированных ионов, так и депротонирован-
ных (табл. 1, Дополнительные материалы). Время
удерживания, УФ-профиль, а также и МС/МС-
спектры молекулярных ионов соединения 6 абсо-
лютно совпали с полученными данными для
аутентичного стандартного образца кверцитина
рутинозида (рутин). Так, фрагментация протони-
рованных ионов с образованием дочерних ионов
с m/z 465 и m/z 303 соответствовала элиминирова-
нию остатков дезоксигексозы (–146 Д) и гексозы
(–162 Д). Соединение 7 отличалось от соедине-
ния 6 на один фрагмент дезоксигексозы (146 Д) и
было предположительно определено как кверци-
тин гексозид. Соединение 14, соответствующее
пику со временем удерживания 30.3 мин, характе-
ризовалось УФ-спектром схожим со спектрами
производных акацетина (10, 12 и 13). Сравнение
масс-спектрометрического профиля соединения 14
с данными, опубликованными ранее [21, 22], поз-
волило идентифицировать его как акацетин-гек-

созид ацилированный кумаровой кислотой. УФ и
МС характеристики соединения 17 (33.7 мин)
оказались схожи с таковыми для дегидрорабдо-
зиина (16) и данное соединение было определе-
но как его изомер. Пик 2 со временем удержива-
ния 18.7 мин имел максимум поглощения 295 нм,
что характерно для п-кумаровой кислоты [23].
МС/МС2 данные соединения 2 полностью соот-
ветствовали опубликованным ранее [24, 25] для
гексозида кумаровой кислоты.

У двух групп растений, собранных из разных
мест обитания, во все периоды сбора максималь-
ные концентрации выявлены для гликозилиро-
ванного и ацетилированного акацетина (13) и
розмариновой кислоты (11). Содержание данных
соединений было выше в 10 и более раз, по срав-
нению с другими веществами (рис. 2, 3).

При анализе изменений синтезов веществ у
плантационных растений D. charkeviczii выявлено
изменение концентрации в разные фенологиче-
ские фазы. Так, синтез трех фенольных кислот:
двух кофеоилхинных (1 и 4) и кофейной (5) в кон-
це вегетации снижался на 40, 45 и 64% (рис. 3), по
сравнению с таковым в начале вегетации. Синте-
зы рутиноизида (6) и гексозида кверцетина (7),
так же, как и рабдозиина (9), имели ту же тенден-
цию, при этом последний в пробах к концу веге-
тации не детектировался. Концентрация ацетилг-
ликозилированного акацетина (13) и сальвиано-
ловой кислоты (15) была максимальной в начале
вегетации и снижалась к ее завершению в 2 и
6.6 раза соответственно. Концентрация гликози-

Рис. 1. Типичный хроматографический профиль ВЭЖХ-УФ анализа метанольных экстрактов листьев Dracocephalum
charkeviczii, зарегистрированный при λ = 330 нм. Нумерация пиков соответствует представленной в табл. 1 (Дополни-
тельные материалы): 1 ‒ 3-кофеоилхинная кислота; 2 ‒ гексозид п-кумаровой кислоты; 3 ‒ хлорогеновая кислота;
4 ‒ 4-кофеоилхинная кислота; 5 ‒ кофейная кислота; 6 ‒ кверцетин рутинозид; 7 ‒ кверцетин гексозид; 8 ‒ розмари-
новой кислоты гексозид; 9 ‒ рабдозиин; 10 ‒ акацетин рамнозил-три-гексозид; 11 ‒ розмариновая кислота; 12 ‒ ака-
цетин рамнозил-три-гексозид ацетилированный I; 13 ‒ акацетин рамнозил-3-гексозид ацетилированный II; 14 ‒ ака-
цетин кумароил-гексозид; 15 ‒ сальвианоловая кислота В; 16 ‒ дегидрорабдозиин; 17 ‒ дегидрорабдозиин изомер.
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лированного акацетина (10) менялась незначи-
тельно. Синтез розмариновой кислоты (11) так же
возрастал в период цветения и снижался к концу
вегетации в 2.6 раза. Схожая тенденция отмечена
ранее при исследовании Rosmarinus officinalis [26].
Показано, что накопление полифенолов (карно-

зола, розмариновой кислоты, карнозиновой кис-
лоты) достигает наивысшего уровня при бутони-
зации и полном цветении растений.

Синтез хлорогеновой кислоты (3) в листьях
D. charkeviczii имел противоположную тенден-
цию, возрастал в 6.4 раза к концу сезона. Для дру-

Рис. 2. Диаграмма распределения преобладающих полифенольных соединений в листьях Dracocephalum charkeviczii в
разные фенологические фазы: 1 и 2 – растения из природной популяции и с плантации до цветения (стадия вегета-
ции), соответственно; 3 и 4 – растения из природной популяции и с плантации в стадии цветения-начала плодоноше-
ния; 5 – растения с плантации в стадии зрелого плодоношения и подготовки к отмиранию.
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Рис. 3. Диаграмма распределения минорных полифенольных соединений в листьях Dracocephalum charkeviczii в разные
фенологические фазы. 1 и 2 – растения из природной популяции и с плантации до цветения (стадия вегетации), соот-
ветственно; 3 и 4 – растения из природной популяции и с плантации в стадии цветения-начала плодоношения; 5 – рас-
тения с плантации в стадии зрелого плодоношения и подготовки к отмиранию.
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гого вида рода Dracocephalum D. kotschyi отмечено
также линейное увеличение содержания для ино-
го класса веществ – метоксифлавоноидов [15].
Авторы его связывают с постепенным повыше-
нием температуры во время сезонных измене-
ний, которые считаются благоприятными фак-
торами для синтеза и накопления флавоноид-
ных агликонов.

В нашем исследовании для ацетилгликозили-
рованного акацетина (12) выявлено увеличение
синтеза в период цветения с последующим сни-
жением к концу вегетации. Подобная картина
ранее отмечена для флавонов, флавонолов и
эфирного масла D. moldavica [16, 27]. Высокую
концентрацию полифенолов (фенольных дитер-
пенов) у Rosmarinus officinalis на ранних стадиях
роста листьев авторы связывают с интенсивным
клеточным делением, которое происходит в это
время [28].

Для D. charkeviczii в случае гексозида кверцети-
на (7) и 4-кофеоилхинной кислоты (4), концен-
трация которых падает в листьях в период цвете-
ния (рис. 3), вероятно, происходит отток веществ,
предположительно, в другие органы. Аналогич-
ный процесс отмечен для розмариновой кислоты
у Rosmarinus officinalis [28]. Кривая ее распределе-
ния имела максимум на первых стадиях роста ли-
стьев, но резко снижалась, когда листья достига-
ли 10–15 мм в длину, вероятно, из-за ее переноса
в более молодые листья. В то же время в нашем
эксперименте с D. charkeviczii мы наблюдали про-
тивоположную картину: концентрация розмари-
новой кислоты (11) была максимальной в период
цветения. Это можно объяснить активным фор-
мированием листьев при образовании соцветий.

В нашей работе концентрации большинства
вторичных метаболитов у растений D. charkeviczii,
собранных из природной популяции, была выше,
чем у растений, собранных с плантации. Дегидро-
рабдозиин (16) в начале вегетации у растений из
природной популяции присутствовал в высоких
концентрациях, превышая концентрацию у план-
тационного в 37 раз. К периоду цветения наблю-
дали резкое падение (в 10 раз) концентрации ве-
щества. Рабдозиин (9) в листьях плантационных
растений в начале вегетации отсутствует, появля-
ется в середине вегетации и исчезает к ее концу.
У природных растений рабдозиин присутствует
на всех этапах развития. Аналогичные результаты
были получены по содержанию эфирного масла в
растениях D. moldavica, выращенных в полевых
условиях (0.37–0.63%), оно было выше по сравне-
нию с выращиванием в теплице (0.17–0.24%) [16].

Более высокие концентрации веществ у расте-
ний из природных популяций можно объяснить
разницей в условиях произрастания. Плантаци-
онный рост сопряжен с меньшими трудностями в
получении веществ для развития, чем природ-

ный. Известно, что в стрессовых условиях повы-
шается синтез вторичных метаболитов у растений
[29]. Поскольку в природной популяции расте-
ния D. charkeviczii произрастают на прибрежной
территории в условиях засоленности почвы, при
воздействии ветра определенной направленности
и других негативных факторов, вероятно, для
адаптации к условиям обитания повышается на-
копление вторичных метаболитов [17]. Ранее при
изучении варьирования концентраций эфирного
масла у D. moldavica на разных стадиях роста было
показано, что урожайность растений, содержание
эфирного масла и состав могут зависеть от стадий
роста, а также экологических и климатических
условий [27]. Разница в синтезах у растений из
разных мест произрастания может быть связана с
разными условиями освещения. Так, растения
D. kotschyi из ксерических районов с высокой ин-
тенсивностью освещения имели самое высокое
содержание метоксифлавоноидов [30].

На основе наших данных можно предполо-
жить, что наибольшая антиоксидантная актив-
ность будет в период максимальных концентра-
ций метаболитов в растениях – т.е. в период от
цветения до завязывания плодов. Аналогичные
выводы представлены ранее для D. moldavica [16].
Было доказано, что оптимальное время сбора
урожая приходится на стадию цветения, когда со-
держание эфирного масла самое высокое, следо-
вательно, и количество основных терпенов мак-
симальное. В то же время, обнаружено, что пик
содержания вторичных метаболитов у D. kotschyi
приходится на стадию плодоношения [15]. Сбор
растений для лекарственного применения в дан-
ный период вегетации не вредит распростране-
нию семян и саморазмножению редких растений
D. kotschyi в естественной среде обитания. Для
D. charkeviczii такие сборы лучше проводить в
конце июня − июле, когда содержание веществ
максимальное, как это рекомендовано для D. mol-
davica [16]. Но семена в этот период еще не успе-
вают вызреть и массовая заготовка травы способна
привести к сокращению природных популяций.
Поскольку растения с плантации не сильно отли-
чаются по концентрации вторичных метаболитов
от природных, можно рекомендовать создание
плантаций для лекарственного применения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Согласно текущему состоянию биотехнологиче-

ских исследований в пределах рода Dracocephalum, с
точки зрения продуктивности вторичных метабо-
литов (в основном полифенолов с сильной анти-
оксидантной активностью), растения D. charkev-
iczii являются перспективными. Широкое разно-
образие биологически активных полифенольных
соединений открывает богатые возможности для
создания новых препаратов из листьев D. charkev-
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iczii, заготовленных в начале вегетационного пе-
риода до середины июля, когда растения цветут и
начинают плодоносить. Сопоставимое содержа-
ние веществ у D. charkeviczii из природной попу-
ляции и плантации позволяет рекомендовать вы-
ращивание растений для лекарственного приме-
нения в культивируемых условиях, что сохранит
природные популяции от уничтожения.

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания Министерства науки и высшего образования
Российской Федерации (тема № 121031000144-5).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов.
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Впервые получена эмбриогенная культура мака скалоломного Papaver rupifragum Boiss. & Reut., ко-
торая была инициирована на корнях проростков, выращиваемых из семян на МС-среде с добавле-
нием 1мг/л ИМК. Последующее поддержание эмбриогенной культуры осуществляли на безгормональ-
ной MС-среде. Длительное культивирование и сохранение эмбриогенной способности культуры (более
5 лет) поддерживалось благодаря циклам адвентивного эмбриоидогенеза, включающим образова-
ние каллуса на предсуществующих эмбриоидах и индукцию из их субповерхностных клеток новых
эмбриоидов. В связи с этим полученная культура P. rupifragum может рассматриваться как диффе-
ренцированная культура, в которой стадия каллуса является промежуточным этапом развития.
Установлено, что поверхность вновь образуемых эмбриоидов покрыта поверхностной сетью экс-
траклеточного матрикса, сформированной полисахаридами, липидами и терпенами. Гистологи-
ческий анализ показал, что для эмбриогенной культуры P. rupifragum характерно образование
комплексов слитых эмбриоидов (КСЭ), возникающих, предположительно, либо в результате
кливажной полиэмбрионии, либо при синхронном развитии близлежащих эмбриоидов. Изуче-
ние гистологии и ультраструктуры КСЭ выявило, что слияние эмбриоидов обусловлено нарушени-
ями в формировании эпидермиса и кутикулы. Гистохимические исследования установили, что эм-
бриогенная культура P. rupifragum синтезирует и накапливает триацилглицериды, полисахариды,
фенольные соединения (ФС), терпены и алкалоиды. Показано, что количественный и качествен-
ный состав ФС и алкалоидов культуры P. rupifragum зависел от возраста культуры и ее дифференци-
ровки, регулируемой условиями выращивания (свет, темнота). Дифференцированная эмбриоген-
ная культура P. rupifragum сохраняет способность к формированию эмбриоидов на безгормональной
МС-среде в течение длительного времени культивирования и может являться основой для дальней-
шей разработки биотехнологических методов получения лекарственных соединений для космето-
логии и фармакологии.

Ключевые слова: Papaver rupifragum, алкалоиды, адвентивный эмбриоидогенез, корни, липиды, тер-
пены, фенольные соединения, эмбриогенная культура
DOI: 10.31857/S0015330323600894, EDN: BFKIWY

ВВЕДЕНИЕ

Методы культуры клеток и тканей широко ис-
пользуются не только для оздоровления и быст-
рого размножения растений, но и для получения
клеточных культур суперпродуцентов вторичных
метаболитов [1]. Мак скалоломный (Papaver rupi-

fragum Boiss. & Reut.) привлекает внимание ис-
следователей как декоративное многолетнее рас-
тение с крупными оранжевыми цветками, а также
как потенциальный источник лекарственных со-
единений. Представители рода Papaver синтези-
руют алкалоиды различного типа, разнообразные
фенольные соединения (ФС) и эфирные масла,
которые имеют широкий спектр биологической
активности и могут оказывать анальгезирующее,
противомикробное, противовирусное, антидиа-
бетическое и другое действие [2]. Методы получе-
ния и культивирования клеточных культур разра-

Сокращения: КСЭ – комплекс слитых эмбриоидов,
ПСЭКМ – поверхностная сеть экстраклеточного матрикса,
МС-среда – среда Мурасиге и Скуга, ТС – толуидиновый
синий, ТЭМ – трансмиссионная электронная микроско-
пия, ФС – фенольные соединения.

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ботаны для многих видов мака: P. somniferum [3,
4], P. bracteatum [5], P. orientale splendidissimum [4].
Установлено, что только эмбриогенные клеточ-
ные культуры рода Papaver обладают способно-
стью к синтезу алкалоидов [2, 6]. Получение кле-
точных культур Р. rupifragum до сих пор не было
описано. Поэтому в задачи нашей работы входи-
ло получение эмбриогенной культуры Р. rupi-
fragum, ее цитологическое изучение, а также ги-
стохимический и биохимический анализ соеди-
нений, синтезируемых культурой.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Семена Papaver rupifragum Boiss. & Reut. были
получены из Ботанического сада лекарственных
растений Казанского государственного медицин-
ского университета. Для индукции каллуса семе-
на стерилизовали 2 мин в 70% этиловом спирте,
10 мин в 45% растворе “Белизны” (содержание
NaOCl – 10%), трижды промывали стерильной ди-
стиллированной водой и высаживали на MС-среду
[7] с добавлением 1 мг/л ИМК, 30 г/л сахарозы и
0.8% агара. Семена проращивали при температу-
ре 25 ± 2°C на свету (плотность потока фотосин-
тетических фотонов 35 мкмоль/(м2 с)), фотопериод
16/8 ч (свет/темнота). После того как на корнях
проростков сформировался первичный каллус и
на нем начали появляться эмбриоиды, их перено-
сили на MС-среду без гормонов. Дальнейшее суб-
культивирование эмбриогенной культуры прово-
дили на этой же среде каждые 30 сут. на свету и в
темноте при температуре 26 ± 0.5°С.

Гистологические и электронно-микроскопи-
ческие исследования проводили по ранее исполь-
зованной методике [8]. Для этого каллус и эм-
бриоиды фиксировали 2.5% глютаровым альдеги-
дом на 0.1 M фосфатном буфере (pH 7.2) с
постфиксацией в 1% OsO4. Далее ткань обезвожи-
вали в ряде спиртов с постепенным повышением
концентрации, 100% ацетоне, 100% пропиленок-
сиде и заключали в эпоксидную смолу эпон-812.
Для приготовления гистологических препаратов
полутонкие срезы (3 мкм толщины), сделанные с
помощью ультрамикротома Ultra Cut E (“Re-
ichert-Jung”, Австрия), окрашивали 0.5% толуи-
диновым синим и изучали с помощью микроско-
па Jenamed (“Carl Zeiss”, Германия) и фотографи-
ровали, используя цифровую насадку AxioCam
MRc5 с программным обеспечением AxioVision
Rel. 4.6. Для электронно-микроскопических ис-
следований срезы (70–100 нм толщины), сделан-
ные с помощью ультрамикротома LKB 8800
(“LKB”, Швеция), монтировали на никелевые
сеточки и окрашивали последовательно 2% ура-
нилацетатом и цитратом свинца. Исследования
проводили на микроскопе “Hitachi 7800” (“Hita-
chi”, Япония).

Гистохимическое окрашивание эмбриогенной
культуры выполняли на прижизненных срезах
толщиной 15–20 мкм, сделанных на вибратоме
VT100S (“Leica”, Германия). Для приготовления
прижизненных срезов образцы каллуса и эмбрио-
идов заключали в блоки из 3% агарозы, приготов-
ленной на дистиллированной воде. Непрерывная
подача ножа составляла 2.5 мм/c, частота вибра-
ции ножа – 60 Гц. Нарезанные срезы помещали в
дистиллированную воду, окрашивание проводи-
ли сразу после нарезки.

Срезы, зафиксированные в эпоксидную смо-
лу, окрашивали 0.5% толуидиновым синим
(ТС), приготовленным на 0.1% растворе Na2CO3
(pH 11.1). Окрашивание проводили на предмет-
ном столике Slides Warmer XH-2002 (“C&A Scien-
tific”, США) при 60°C в течение 1–6 мин и затем
отмывали дистиллированной водой.

Для выявления липидов прижизненные сре-
зы окрашивали в течение 10 мин 0.3% раствором
Судана III, приготовленного на 70% спирте, за-
тем отмывали дистиллированной водой, помеща-
ли в каплю дистиллированной воды и накрывали
покровным стеклом. Локализацию терпенов
определяли на прижизненных срезах с помощью
реактива NADI как описано ранее [9].

Срезы исследовали с помощью микроскопа
Jenamed (“Carl Zeiss”, Германия), используя про-
граммное обеспечение Axiovision Rel 4.6, и фото-
графировали с помощью цифровой камеры Axio
Cam MRc5 (“Carl Zeiss”, Германия). Депонирова-
ние алкалоидов изучали в УФ на микроскопе Axio
Scope A1 (“Carl Zeiss”, Германия), λ = 365 нм.

Для биохимических исследований эмбриоген-
ную культуру лиофильно высушивали на субли-
мационной сушилке Alpha 1-4 LD-2 (“Martin
Christ”, Германия) и размалывали на шаровой
мельнице MM400 (“Retsch”, Германия) при ча-
стоте 25 Гц в течение 3 мин.

Для выделения ФС и алкалоидов 50 мг лио-
фильно высушенной эмбриогенной культуры за-
ливали 0.5 мл подкисленного 70% этанола (ко-
нечная концентрация уксусной кислоты 0.5%),
обрабатывали ультразвуком (УЗ) (10 мин, 30 кГц,
20°С) и инкубировали в течение 1 ч при 80°С. Го-
могенат центрифугировали (10 мин, 10000 g), су-
пернатант отбирали. К осадку добавляли 0.5 мл
70% подкисленного этанола, обрабатывали УЗ,
инкубировали 0.5 ч при 80°С и затем центрифуги-
ровали. Объединенные супернатанты использо-
вали для выделения алкалоидов, определения со-
держания растворимых ФС, проведения ТСХ и
ВЭЖХ-анализа ФС.

Общее содержание растворимых ФС опреде-
ляли на спектрофотометре LAMBDA 25 (“Perkin-
Elmer”, США) по методу Фолина-Чокальтеу [10]
и рассчитывали в мг-экв. галловой кислоты на 1 г
сухого веса.
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Для экстракции алкалоидов 500 мкл спиртового
экстракта высушивали при 35°С, 20 ГПа на ваку-
умном концентраторе (“Concentrator plus, Eppen-
dorf”, США). К высушенному экстракту добавля-
ли 100 мкл 2 N HCl, обрабатывали ультразвуком,
центрифугировали (5 мин, 10000 g), супернатант
отбирали, к осадку добавляли 100 мкл 2 N HCl и
процедуру повторяли. Объединенный суперна-
тант, содержащий алкалоиды в виде водораство-
римых солей, отмывали от липофильных веществ
1 мл хлороформа. Верхнюю водную фазу отбира-
ли и нейтрализовали равным объемом 2 N NaOH.
Объем нейтрализованного раствора доводили во-
дой до 0.5 мл.

Спектрофотометрическое определение алка-
лоидов. К 50 мкл нейтрализованного раствора,
содержащего алкалоиды, добавляли 0.5 мл 0.25 М
цитратно-фосфатного буфера (рН 4.7) и 0.5 мл
0.1 мМ бромкрезолового зеленого (БКЗ). Для
формирования ионной пары БКЗ-алкалоид реак-
ционную смесь выдерживали 5 мин при комнат-
ной температуре и затем экстрагировали дважды
хлороформом. Для этого к реакционной смеси
добавляли 0.5 мл хлороформа, перемешивали,
нижнюю хлороформенную фазу отбирали, а к
водной фазе добавляли 0.5 мл хлороформа и по-
вторяли процедуру. Хлороформенные извлечения
объединяли и конечный объем образца доводили
хлороформом до 1 мл. Образцы сканировали на
спектрофотометре LAMBDA 25 (“PerkinElmer”,
США) в диапазоне от 350 до 550 нм. Максимум
поглощения ионной пары БКЗ-алкалоид нахо-
дится в диапазоне 418 ± 2 нм. Для получения
бланка 0.5 мл буфера смешивали с 0.5 мл БКЗ и
проводили экстракцию хлороформом как описа-
но выше. Для построения калибровочной кривой
использовали 0.1% раствор папаверина гидрохло-
рида в концентрации от 2 до 10 мкг. Подготовку
образцов проводили как описано выше.

Для ТСХ вторичных соединений использовали
пластины “Sorbfil” ПТСХ-АФ А-УФ. Этаноль-
ные образцы (5 мкл) наносили на стартовую ли-
нию в виде полос шириной 4–5 мм. Разделение
веществ проводили в отобранной верхней фазе
смеси этилацетат–уксусная кислота–муравьиная
кислота–вода (90 : 10 : 10 : 24) [11]. ТСХ-пластину
рассматривали при 312 нм на трансиллюминаторе
TCP-20 MC (“Vilbert Lourmat”, Франция). Для
проявления пятен алкалоидов на пластинах при-
меняли реактив Драгендорфа, модифицирован-
ный по Мунье [11].

Исследование ФС методом обращенно-фазо-
вой ВЭЖХ (ОФ-ВЭЖХ) проводили на хроматогра-
фической системе высокого давления BioLogic
DuoFlow™ (“BioRad”, США). В качестве непо-
движной фазы использовали колонку с обращен-
ной фазой “Symmetry® C18”, размер колонки –
3.9 × 150 мм (“Waters”, США), наполнитель с раз-

мером частиц 5 мкм и размером пор 100 Å (“Wa-
ters”, США). В качестве подвижной фазы были
использованы следующие растворы: раствор А –
6% уксусная кислота, раствор Б – 80% ацетонит-
рил. Градиент был создан по следующей схеме:
0–4 мин – 100% раствор А, 4–6 мин – 100% рас-
твор А и 25% раствор Б, 6–8 мин – 25% раствор Б,
13–16 мин – 25–30% раствор Б, 16–26 мин – 30–
65% раствор Б; 26–31 мин – 65% раствор Б; 31–
41 мин – 65–100% раствор Б; 41–46 мин – 100%
раствор Б; 46–47 мин – 100% раствор Б и 100%
раствор А; 47–55 мин – 100% раствор А. Скорость
подачи подвижной фазы – 0.6 мл/мин. Объем
вводимой пробы 50 мкл. Детекцию пиков фе-
нольных соединений осуществляли посредством
детектора BioLogic QuadTec UV/Vis (“BioRad”,
США) при длине волны 280 и 360 нм. Идентифи-
кацию пиков фенольных кислот и флавоноидов
выполняли относительно времени удерживания
на колонке известных ФС (галловая, р-кумаро-
вая, феруловая, синаповая, бензойная кислоты,
рутин, кверцетин, кемпферол) (“Sigma-Aldrich”,
США). Для расчетов использовали значения пло-
щадей пиков полученных хроматограмм, выра-
женные в мкВ·с.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Образование первичного светло-коричневого
каллуса наблюдали на корнях проростков P. rupi-
fragum через две недели их культивирования на
MС-среде с добавлением 1 мг/л ИМК (рис. 1а).
Белые блестящие уплотнения на поверхности
каллуса появлялись через 1–2 мес. (рис. 1б). Про-
веденные гистологические исследования позво-
ляют рассматривать первичные белые уплотне-
ния как аномально развивающиеся эмбриоиды,
поскольку в них происходила дифференцировка
апикального и базального полюсов с образовани-
ем биполярной структуры, характерной для сома-
тических зародышей (рис. 1в). Эмбриоиды имели
протодерму, но в некоторых местах ее целост-
ность была нарушена (рис. 1г). Эмбриоиды были
покрыты поверхностной сетью экстраклеточного
матрикса (ПСЭКМ), розово-сиреневое окраши-
вание толуидиновым синим свидетельствует о
присутствии в ней полисахаридов (рис. 1в, 1г).
ПСЭКМ, образованная секретируемыми соеди-
нениями различной природы – это морфологиче-
ская структура, характерная для кластеров эм-
бриогенных клеток и глобулярных эмбриоидов
разных видов растений [12]. При дальнейшем
культивировании на среде с ИМК у эмбриоидов
P. rupifragum происходила дифференцировка
апекса стебля с образованием небольших светло-
зеленых семядолей, но развитие корня отсутство-
вало (рис. 1д). Гистологические исследования
выявили, что у первичных эмбриоидов нарушена
дифференцировка сосудистой системы и проис-
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ходит разрастание центральной части эмбриоида
за счет деления паренхимных клеток (рис. 1е).
При переносе на безгормональную MС-среду на
первичных эмбриоидах формировался мягкий

ослизненный каллус, на поверхности которого за-
тем появлялись вторичные эмбриоиды (рис. 1ж).
Разрыхление эмбриоидов и формирование каллуса
происходило в результате деления центральных

Рис. 1. Образование эмбриогенной культуры на корнях проростков P. rupifragum: а – индукция первичного каллуса на
корнях; б – появление белых уплотнений на поверхности каллуса через 1–2 мес. культивирования на MС-среде c до-
бавлением 1мг/мл ИМК; в, г – сердечковидные эмбриоиды, покрытые слоем ПСЭКМ; д – формирование семядолей
у эмбриоидов на MС-среде с добавлением ИМК на свету; е – торпедовидный эмбриоид с разросшейся центральной
частью; ж – формирование вторичных эмбриоидов на безгормональной MС-среде на каллусе, образовавшемся на
первичных эмбриоидах; з – субповерхностное формирование вторичных эмбриоидов; и – формирование ПСЭКМ
при образовании вторичных эмбриоидов; к – множественная субэпидермальная инициация эмбриоидов; л – диффе-
ренцировка семядолей у эмбриоидов на безгормональной МС-среде на свету, стрелка указывает на формирование
каллуса на базальной части КСЭ и образование на поверхности каллуса эмбриоидов; м – формирование эмбриоидов
при субкультивировании на безгормональной МС-среде в темноте; развитие семядолей отсутствует. АК – апекс корня,
Кс – каллус, Пд – протодерма, См – семядоля, Э – эмбриоид.
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паренхимных клеток, и лизиса клеток протодермы.
Новые эмбриоиды возникали преимущественно
из субповерхностных клеток (рис. 1з). На рис. 1ж
показано, что вновь возникающие эмбриоиды ле-
жат на поверхности каллуса, находятся на разных
стадиях развития и покрыты слизистым секретом
(рис. 1и). Судя по множественной инициации но-
вых эмбриоидов (рис. 1к), к эмбриогенному раз-
витию было способно большое число клеток пер-
вичного каллусирующего эмбриоида. Дальнейшее
развитие эмбриоидов имело свои особенности и
зависело от светового режима. При субкультиви-
ровании эмбриоидов на MС-среде на свету в те-
чение 1 мес. происходило развитие эмбриоидов
от стадии глобулы до стадии формирования семя-
долей, но ризогенез отсутствовал. Затем, базальная
часть эмбриоидов образовывала мягкий ослизнен-
ный каллус-няньку с последующим формирова-
нием новых эмбриоидов, развивающихся на по-
верхности каллуса (рис. 1л). При отборе каллуса с
эмбриоидами и дальнейшем культивировании их
на свету цикл развития эмбриоидов повторялся и
проходил от глобулы до стадии развития семядо-
лей. При культивировании в темноте развитие се-
мядольных листьев отсутствовало (рис. 1м), но
поддержание каллуса всегда сопровождалось по-
следовательными циклами разрыхления эмбрио-
идов, образованием каллуса и формированием
новых эмбриоидов. Полученная дифференциро-
ванная культура P. rupifragum сохраняла способ-
ность к формированию эмбриоидов на безгормо-
нальной МС-среде более пяти лет.

Интересно, что на MС-среде, как в темноте,
так и на свету, мы очень редко наблюдали разви-
тие отдельных зародышей, но отмечали образова-
ние бесхлорофильных крупных округлых струк-
тур (рис. 1м), на свету часто имеющих зеленую
верхушку, и состоящих из эмбриоидов на стадии
торпедо или формирования семядолей, слитых
поверхностями (рис. 2а, 2в). Для таких структур
мы ввели термин “комплексы слитых эмбриои-
дов” (КСЭ).

Поперечный срез каллуса с КСЭ на разных
стадиях развития показывает, что культура имеет
гетерогенную структуру и образована мелкими
глобулами (50–70 мкм), средними глобулами
(200–300 мкм), крупными глобулами (около
1 мм), которые разделены и окружены каллусны-
ми клетками (рис. 2б). На рис. 2б видно, что попе-
речный срез крупной глобулы является попереч-
ным срезом КСЭ (рис. 2а). На продольном срезе
КСЭ отчетливо видимый эпидермис характерен
только для развивающихся семядолей; в базаль-
ной части КСЭ эпидермис фрагментарный (рис.
2г). Развитие корней у КСЭ отсутствует.

Изучение гистологии и ультраструктуры КСЭ
показало, что слияние эмбриоидов обусловлено
отсутствием формирования полноценного эпи-

дермиса вследствие нарушения синтеза кутику-
лярного слоя (рис. 2д, 2е, 2ж, 2з). На рис. 2е вид-
но, что с поверхности клетки “отшелушиваются”
слои клеточных стенок; вероятно, нарушение по-
лимеризации компонентов клеточных стенок и
кутикулы обуславливают формирование ПСЭКМ,
окружающей развивающиеся эмбриоиды. Как упо-
миналось ранее, образование новых эмбриоидов
происходит преимущественно из базальной части
КСЭ (рис. 1л). На продольном гистологическом
срезе КСЭ хорошо видно, что в “слитых” эмбрио-
идах этот процесс может начинаться до стадии
формирования семядолей (рис. 2з, и).

При гистологическом (рис. 2л) и электронно-
микроскопическом исследовании (рис. 2м–2н)
семядольных листьев эмбриоидов были обнару-
жены клетки с многочисленными везикулами в
цитоплазме, расположенные вдоль ситовидных
клеток сосудистых пучков. Предполагается, что
эти клетки представляют собой млечники. Клетки
аналогичного строения, формирующие длинные
тяжи, параллельные сосудам флоэмы, были иден-
тифицированы в проростках P. somniferum [13].

Гистохимический анализ выявил, что в клет-
ках как глобулярных эмбриоидов (рис. 3а, 3б), так
и в КСЭ (рис. 3в, 3г–3е) накапливаются липофиль-
ные соединения, окрашиваемые Суданом III. Из-
вестно, что Судан III окрашивает как жирные
масла, представленные преимущественно триа-
цилглицеридами, и локализованные в сферосо-
мах цитоплазмы, так и эфирные масла, основу
которых составляют терпены и их производные
[14]. Чтобы дифференцировать терпены от триа-
цилглицеридов мы использовали специфичный
для терпенов краситель NADI и выявили, что тер-
пены накапливаются как в глобулярных эмбриои-
дах (рис. 3ж, з), так и в КСЭ (рис. 3к–3м). При
этом оба реактива окрашивали в клетках мелкие
округлые структуры (рис. 3а, 3б, 3и, 3м). Было
отмечено, что на поверхности глобулярных эм-
бриоидов имеется слой, окрашиваемый как Су-
даном III (рис. 3а), так и реактивом NADI
(рис. 3ж, 3з). Вероятно, ПСЭКМ, характерная
для кластеров эмбриогенных клеток и глобуляр-
ных эмбриоидов, также содержит терпены. Инте-
ресно, что клетки мягкого каллуса-няньки, лежа-
щие вокруг эмбриоидов, имели наиболее круп-
ные включения терпенов (рис. 3и).

Окрашивание Суданом III прижизненных сре-
зов КСЭ, выращиваемых на свету (рис. 3в), обна-
ружило, что липофильные соединения полно-
стью заполняют цитоплазму клеток в базальной
части КСЭ (рис. 3г–3е). При этом при использо-
вании реактива NADI видно, что окрашиваются
только округлые структуры разного размера, а
цитоплазма остается бесцветной (рис. 3л, 3м). Ве-
роятно, базальные клетки КСЭ накапливают как
терпены в везикулах, так и триацилглицериды в
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сферосомах, поэтому при использовании Суда-
на III базальные клетки окрашиваются почти
полностью. В “верхушке” КСЭ, сформированной
развивающимися семядолями, оба гистохимиче-
ских красителя выявляли только мелкие округ-
лые структуры (рис. 3г, 3д, 3к, 3л).

Синтез и накопление липофильных соедине-
ний в эмбриогенной культуре P. rupifragum были
подтверждены при изучении ультраструктуры кле-
ток глобулярных эмбриоидов. На электронно-
микроскопических снимках цитоплазма клеток
эмбриоидов, особенно клеток протодермы, запол-
нена многочисленными сферосомами (рис. 4а–4г).
В клетках эмбриоидов также присутствуют не-
большие вакуоли с осмиофильным преципита-
том (рис. 4а, 3в, 3д), вероятно, ФС, возможно, ал-
калоидами. Осмиофильные отложения визуали-
зировались как по тонопласту вакуолей (рис. 4б,
3в, 3д), так и в виде крупных округлых включений
(рис. 4д). Эти вакуоли всегда отделены от плазма-
леммы слоем сферосом и занимают более цен-
тральное положение. Клетки эмбриоидов имеют
многочисленные активные митохондрии (рис. 4в,
4д), пластиды содержат крупные зерна крахмала
(рис. 4г, 4е, 4ж). Стоит особо отметить многооб-
разие липидных телец, присутствующих в клетках
эмбриоидов. Они локализованы не только в ци-
топлазме и различаются по цвету и величине, но и
в пластидах (рис. 4в, 4е, 4ж). Во многих пластидах
можно выявить минимум одну пластоглобулу
(рис. 4е, 4ж). Пластоглобулы так же отличаются
по размеру и плотности контрастирования OsO4
и, вероятно, образованы разными соединениями.
Но их размеры значительно меньше размеров ли-
пидных телец в цитоплазме.

Исследование эмбриогенной культуры в УФ
обнаружило желто-зеленую внутриклеточную ав-
тофлуоресценцию каллусных клеток (рис. 5а, 5б),
окружающих эмбриоиды, что может свидетель-
ствовать о накоплении алкалоидов в каллусной
культуре [15]. Голубая автофлуоресценция в от-
дельных поверхностных клетках эмбриоидов мо-
жет свидетельствовать о накоплении в них фе-
нольных кислот (рис. 5в, 5г).

Как следует из табл. 1, при выращивании в
темноте общее содержание растворимых ФС и
общее содержание алкалоидов в культуре увели-
чивается в зависимости от длительности пассажа:
в 4-недельной культуре содержание ФС и алкало-
идов выше, чем в 2-недельной культуре. При
этом, содержание ФС увеличивается всего на
20%, тогда как алкалоидов – в 2.6 раза. Общее со-
держание ФС и алкалоидов в 3-недельной культуре
на свету меньше, чем в 2-недельной культуре в тем-
ноте, но разница статистически не достоверна.

Проведенный ТСХ анализ этанольного экс-
тракта выявил наличие пятен, окрашиваемых ре-
активом Драгендорфа, во всех вариантах исследу-
емой культуры, которые отличались как по ин-
тенсивности окрашивания, так и по положению
на ТСХ пластине (рис. 6б). Пятна, наиболее ин-
тенсивно флуоресцирующие при 312 нм (рис. 6а),
как правило, наиболее сильно окрашивались ре-
активом Драгендорфа. Видно, что культуры раз-
ного возраста (4 и 2 нед.), выращиваемые в тем-
ноте, имели разную интенсивность как окраши-
вания пятен реактивом Драгендорфа, так и
флуоресценции, что коррелирует с почти 3-крат-
ным различием в общем содержании алкалоидов.
Интересно, что культура, выращиваемая на свету,
значительно больше отличалась по количеству
пятен и интенсивности их свечения от темновых
культур, чем темновые культуры разного возраста
отличались между собой. Следует отметить, что
не все флуоресцирующие пятна окрашивались
реактивом Драгендорфа, поскольку, с одной сто-
роны, не все алкалоиды флуоресцируют, а с дру-
гой стороны, чувствительность реактива Драген-
дорфа может быть ниже чувствительности флуорес-
центного анализа. К тому же разные алкалоиды в
разной степени реагируют с реактивом Драгендор-
фа [16] и их содержания может быть недостаточно
для явной позитивной реакции. Кроме того, не
исключено, что отдельные пятна были “сложными”
и представлены различными соединениями (на-
пример, ФС и алкалоидами).

При анализе спектра ФС спиртовых экстрак-
тов трех вариантов эмбриогенной культуры было
выявлено наличие как свободных фенольных
кислот (п-кумаровой, феруловой и 2,5-дигид-

Рис. 2. Особенности эмбриогенной культуры P. rupifragum при выращивании на свету: а – разнообразие эмбриогенных
структур в культуре при развитии на свету; формирование семядольных листьев у отдельных эмбриоидов и у КСЭ
(указано стрелкой); б – гистологический срез эмбриогенной культуры; стрелкой указан поперечный срез КСЭ (окра-
шивание ТС); в – морфология КСЭ, г – продольный срез КСЭ, д, е, ж – отсутствие кутикулы, отделение слоев кле-
точной стенки (сплошная стрелка) и разрыхление клеточных стенок (пунктирная стрелка) у прорастающих эмбриои-
дов, ТЭМ; з – гистологический срез КСЭ с формирующимися адвентивными эмбриоидами из клеток базальной части
(окрашивание ТС), и – деталь рис. 2з, адвентивные эмбриоиды, развивающиеся из клеток базальной части КСЭ
(окрашивание ТС); к – эмбриоиды P. rupifragum с семядольными листьями; л – гистологический срез семядольного
листа с проводящей системой (окрашивание ТС); м – дифференцировка млечников с многочисленными мелкими ва-
куолями вдоль ситовидных элементов (окрашивание ТС); н – электронно-микроскопические особенности клеток
млечников, ТЭМ. БЧ – базальная часть, В – вакуоль, ВЭ – верхний эпидермис, Кс – каллус, КС – клеточная стенка,
Кр – крахмальное зерно, КСЭ – комплекс слитых эмбриоидов, ЛТ – липидное тельце, Мл – млечник, НЭ – нижний
эпидермис, Пд – протодерма, ПрП – проводящий пучок, Пл – пластида, См – семядоля, СЭ – ситовидный элемент.
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Таблица 1. Содержание алкалоидов и фенольных соединений в культуре P. rupifragum в зависимости от длитель-
ности пассажа и условий культивирования (темнота, свет).

Примечание: эмбриогенную культуру выращивали на безгормональной МС-среде 4 нед. в темноте (1), 2 нед. в темноте (2),
3 нед. на свету (3).

1 2 3

Содержание алкалоидов, мг/г сухого веса 3.66 ± 0.15b 1.41 ± 0.11a 1.18 ± 0.03а
Содержание фенольных соединений, мг/г сухого веса 20.80 ± 0.64b 17.39 ± 0.75a 14.99 ± 0.58a

роксибензойной кислот), так и флавоноидов
(кверцетина и кемпферола) (рис. 7). Отличия меж-
ду вариантами носили в большей степени количе-
ственный характер, тем не менее, только в вари-
антах темнота (4 нед.) и свет, присутствовали
кверцетин и кэмпферол (рис. 7а, 7в). При этом у
2-недельной темновой культуры было отмечено
появление крупного неидентифицированного
пика (время удерживания 48.2 мин) (рис. 7б), ко-
торый отсутствовал у культуры на свету (рис. 7в) и
был по площади в 4.6 раза больше, чем этот же
пик у 4-недельной темновой культуры (рис. 7а).
На свету содержание п-кумаровой кислоты, исхо-
дя из площадей пиков, было значительно мень-
ше, чем в темновых вариантах каллуса.

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенные исследования показали, что
культура P. rupifragum является эмбриогенной и
дифференцированной, поскольку состоит из кал-
лусных клеток и эмбриоидов на разных стадиях
развития. Получение эмбриогенной культуры для
P. rupifragum было описано впервые. Поддержа-
ние культуры происходит в результате повторяю-
щихся циклов адвентивного эмбриодогенеза на
безгормональной MС-среде. Эмбриоидогенно-
компетентными являются отдельные субповерх-
ностные клетки (или группы клеток) предсуще-
ствующего эмбриоида, в то время как остальная
часть клеток эмбриоида либо формирует каллус,
либо погибает. Особенностью гетерогенной куль-
туры P. rupifragum является формирование много-
численных, плотно прилегающих друг к другу

или срастающихся (слитых) эмбриоидов. Образо-
вание КСЭ, вероятно, обусловлено, с одной сто-
роны, множественной инициацией эмбриоидов,
когда несколько близлежащих клеток (групп кле-
ток) одного эмбриоида начинают синхронное
развитие по пути эмбриоидогенеза (аналогично
событиям, описанным при кливажной полиэм-
брионии), а, с другой стороны, нарушениями в
формировании полноценной кутикулы. Извест-
но, что одна из функций кутикулы – это разделе-
ние органов развивающегося растения [17, 18].
Трансгенные растения Arabidopsis thaliana, в кото-
рых синтез кутина был нарушен сверх-экспрес-
сией гена кутиназы, имели измененную уль-
траструктуру кутикулы, нарушения в формирова-
нии эпидермиса, а также слившиеся органы [17].
Кливажная полиэмбриония как бесполое форми-
рование нескольких зародышей из отдельных кле-
ток зиготического зародыша на его ранних стадиях
развития описана для зародышей in vivo [19]. Есть
достоверные доказательства, что кливажная по-
лиэмбриония на стадии проэмбрио наблюдается
в эмбриогенных культурах голосеменных [20].
Вероятно, прямое образование эмбриоидов (без
стадии каллуса) в культурах с повторяющимся
циклами адвентивного эмбриоидогенеза также
может рассматриваться как вариант кливажной
полиэмбрионии.

Формирование эмбриоидов P. rupifragum сопро-
вождалось развитием фибриллярной ПСЭКМ [21],
описанной для эмбриогенных культур различных
видов растений и характерной для проэмбрио и
глобулярных эмбриоидов. Ранее ПСЭКМ, в со-
став которой входили арабиногалактановые бел-

Рис. 3. Гистохимическое изучение клеток эмбриоидов P. rupifragum: а – идентификация липофильных соединений Су-
даном III в глобулярном эмбриоиде и на его поверхности в качестве компонента ПСЭКМ; б – внутриклеточная лока-
лизация липофильных соединений при окрашивании Суданом III; мелкие липофильные тельца расположены вдоль
клеточных стенок в клетках глобулярного эмбриоида; в – образование множественных зеленых семядолей в КСЭ; г –
локализация липофильных соединений в клетках КСЭ (окрашивание Суданом III); видно увеличение накопления
липофильных соединений от верхушки к основанию КСЭ; д – накопление липофильных соединений в клетках ба-
зальной части КСЭ, окраска Суданом III; е – деталь рис. 3д; клетки, полностью заполненные липофильными соеди-
нениями; ж – выявление терпенов с помощью реактива NADI в глобулярном эмбриоиде и в клетках каллуса; з – пре-
рывистые отложения терпенов в виде слоя, окрашиваемого реактивом NADI, на поверхности глобулярного эмбриода;
и – терпен-содержащие везикулы разного размера в каллусных клетках эмбриогенной культуры P. rupifragum; к – ги-
стологический срез КСЭ, окрашенного реактивом NADI; л – возрастание внутриклеточного накопления терпенов от
семядолей к базальной части КСЭ; м – крупные везикулы и многочисленные мелкие везикулы, окрашиваемые реа-
гентом NADI, в базальной части КСЭ. БЧ – базальная часть КСЭ, ЛТ – липофильное тельце, ПСЭКМ – поверхност-
ная сеть экстраклеточного матрикса, См – семядоля, Э – эмбриоид. Сплошными стрелками указаны липидные тель-
ца, окрашиваемые Cуданом III, пунктирными стрелками указаны терпены, окрашиваемые реактивом NADI.
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ки и полисахариды, была обнаружена нами в эм-
бриогенном каллусе Fagopyrum tataricum [22]. Ги-
стохимически было показано, что в состав
ПСЭКМ, обнаруживаемой на поверхности про-

эмбрио и эмбриоидов P. rupifragum, входят поли-
сахариды и соединения липофильной природы
(липиды и терпены). Ранее липиды были иденти-
фицированы в ПСЭКМ андрогенного каллуса

Рис. 4. Электронно-микроскопическое строение клеток эмбриогенных структур P. rupifragum: а – клетки эмбриоида,
содержащие сферосомы, пластиды с крахмальными зернами и мелкие вакуоли; б – клетки протодермы эмбриоида, с
многочисленными сферосомами в цитоплазме; в – сферосомы, ассоциированные с ЭР; г – цитоплазма клеток с круп-
ными амилопластами, содержащими многочисленные крахмальные зерна, митохондриями и сферосомами; д – округ-
лые осмиофильные включения и отложение осмиофильного материала по тонопласту в вакуолях; е, ж – пластиды с
крахмальными зернами и пластоглобулами. В – вакуоль, Мт – митохондрия, КЗ – крахмальное зерно, Пл – пластида,
Сф – сферосома, ФС – фенольные соединения, ЭР – эндоплазматический ретикулум, Я – ядро; пластоглобулы ука-
заны стрелкой.
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Рис. 5. Автофлуоресценция в клетках эмбриогенной культуры P. rupifragum при освещении прижизненных срезов УФ:
а, в – прижизненные срезы эмбриоидов, б – автофлуоресценция внутриклеточных включений и клеточных стенок
в паренхимных клетках каллусной ткани, г – автофлуоресценция в единичных поверхностных клетках эмбриодов.
Кс – каллус, Э – эмбриоид. Белыми сплошными стрелками указана желто-зеленая автофлуоресценция алкалоидов
в каллусных клетках, белой пунктирной стрелкой – автофлуоресценция клеточных стенок; розовыми стрелками
указана голубая автофлуоресценция фенольных кислот.
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Рис. 6. ТСХ этанольного экстракта эмбриогенных культур P. rupifragum, культивируемых в разных условиях. 1 – папа-
верина гидрохлорид, 4 мкг, 2 – 4 нед. в темноте, 3 – 2 нед. в темноте, 4 – 3 нед. на свету. а – флуоресценция при 312 нм,
б – окрашивание реактивом Драгендорфа; пунктирной линией обведены пятна, окрашиваемые реактивом.
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пшеницы и камелии [23]. Предположительно,
часть веществ, составляющих ПСЭКМ, имеет
внутриклеточную природу и накапливается экс-
траклеточно в результате разрушения и гибели
клеток эмбриоидов, переходящих к каллусообра-
зованию. Нами показано, что цикл, включающий
образование каллуса и последующее формирова-
ние новых эмбриоидов, происходит в базальной
части КСЭ, в которой клетки имеют наиболее
крупные липофильные включения (рис. 3). Дру-

гая часть компонентов ПСЭКМ является про-
дуктом секреции полисахаридов и гликозилиро-
ванных белков, являющихся компонентами кле-
точных стенок и участвующими в их синтезе,
или защитными молекулами. Не исключено, что
определенная часть соединений, составляющих
ПСЭКМ, являются продуктом сшелушивания
компонентов клеточных стенок в процессе их мо-
дификации и, например, растяжения. Вполне
возможно, что образование ПСЭКМ на поверх-
ности проэмбрио и глобулярных эмбриоидов
обусловлено аномалиями в образовании кутику-
лярного слоя и клеточных стенок как результат
влияния специфических условий культивирова-
ния in vitro. Одним из факторов, оказывающим
наиболее значимое влияние на физиологию и
морфогенез растений in vitro, является высокая
относительная влажность в сосудах культивиро-
вания, достигающая 100% [24]. Установлено, что
листья растений, культивируемых in vitro, имеют
кутикулу тоньше, чем листья растений in vivo [25,
26], в некоторых случаях кутикула на листьях от-
сутствует совсем [27]. Показано, что высокая
влажность может нарушать полимеризацию ку-
тина и эпикутикулярных восков, влияя на состав
и толщину кутикулы [25], ее механические свой-
ства [28] и проницаемость [29]. По мнению Yeung
[30] морфология кутикулярного слоя отражает
физические и химические условия развития заро-
дыша. Отсутствие кутикулярного слоя в условиях
высокой влажности может приводить к разрыхле-
нию структуры и “сшелушиванию” слоев клеточ-
ных стенок, что мы обнаружили при изучении
ультраструктуры клеток эмбриоидов P. rupifragum
(рис. 2). Возможными функциями ПСЭКМ, об-
разованной полисахаридами, белками и липо-
фильными соединениями, могут быть механиче-
ская защита и поддержание водного баланса в
клетках проэмбрио и глобулярных зародышей
при отсутствии полностью сформированной про-
тодермы и полноценной кутикулы, а также ее
определенная организующая функция на ранних
этапах дифференцировки соматических зароды-
шей [23]. Можно предполагать, что дефекты в
развитии протодермы и кутикулярного слоя на-
ходятся в ряду факторов, “запускающих” повтор-
ные циклы каллусирования и образования адвен-
тивных эмбриоидов в эмбриогенной культуре ма-
ка скалоломного на безгормональной среде.

Как уже было отмечено, для эмбриоидов
P. rupifragum было характерно накопление соеди-
нений липофильной природы. Известно, что се-
мена маковых обогащены триацилглицеридами,
жирными кислотами, токоферолом, предше-
ственником которого является дитерпен фитол
[2]. Синтез и накопление триацилглицеридов бы-
ли описаны для эмбриогенных каллусов P. som-
niferum и P. orientale [31]. Аккумуляцию триацилг-
лицеридов у эмбриоидов в этих видах мака на-

Рис. 7. ВЭЖХ фенольных соединений эмбриогенных
культур P. rupifragum, культивируемых в разных усло-
виях: а – 4 нед. в темноте, б – 2 нед. в темноте, в – 3 нед.
на свету (1 – п-кумаровая кислота, 2 – феруловая кис-
лота, 3 – 2,5-дигидроксибензойная кислота, 4 – квер-
цетин, 5 – коричная кислота, 6 – кемпферол).
Сплошная линия – поглощение при 280 нм, пунктир-
ная линия – поглощение при 360 нм.
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блюдали на стадии глобулы. При переносе
соматических зародышей на среду регенерации
происходило снижение содержания липофиль-
ных соединений. По мнению авторов [31] синте-
зируемые липиды выполняют энергетическую
функцию, так как их содержание в клетках значи-
тельно снижалось при прорастании зародышей.
Необходимо отметить, что липофильные соеди-
нения, накапливающиеся в семенах представите-
лей рода Papaver, определяют ценность этого рас-
тения для пищевой и косметической промышлен-
ности [32]. Семена мака богаты как насыщенными
(пальмитиновая, стеариновая), так и полиеновы-
ми (линолевая, олеиновая, альфа-линоленовая)
жирными кислотами.

Наши гистохимические исследования показа-
ли, что в эмбриогенной культуре P. rupifragum на-
капливаются не только липиды (преимущественно,
в виде триацилглицеридов), но и терпены. Состав
терпенов у маковых изучен слабо. В нескольких
работах показано, что фитол – наиболее часто
встречающийся терпен у маковых [2]. В листьях
P. rhoeas выявлены терпен-содержащие стероиды
и сесквитерпены [33]. Гистохимические исследо-
вания прорастающих эмбриоидов P. rupifragum
показали, что наибольшее накопление липо-
фильных соединений было обнаружено в базаль-
ных клетках КСЭ. Увеличение липофильных со-
единений в основании прорастающего эмбриоида
позволяет рассматривать липиды как энергетиче-
ский материал, необходимый для инициации но-
вых эмбриоидов или, возможно, для инициации
корней. Влияние терпенов на процесс корнеоб-
разования, скорее, противоположный, так как
показано, что терпены ингибируют прорастание
семян и, в первую очередь, развитие корня [34].
Каковы функции терпенов в циклических ра-
ундах адвентивного эмбриоидогенеза в культу-
ре P. rupifragum, какова их внутриклеточная лока-
лизация (пластидная, в пластоглобулах или цито-
плазменная, в липидных тельцах), а также состав,
пока неясно, и это является предметом дальней-
ших исследований.

У представителей рода Papaver определено бо-
лее 170 алкалоидов [2]. Состав алкалоидов варьи-
рует в пределах одного и того же вида и может
определяться условиями произрастания, в преде-
лах одного растения – органом, из которого алка-
лоиды были выделены [2]. Ранее проведенные
биохимические исследования растений P. rupi-
fragum показали накопление алкалоидов реадина,
протопина, реагенина и магнофлорина [35].

Как и для многих видов растений, синтез алка-
лоидов у представителей семейства маковых про-
исходит в дифференцированных морфогенных
культурах [6, 36, 37]. Гистологические исследования
дифференцированных и частично дифференци-
рованных (формирующих отдельные трахеиды)

культур P. somniferum позволили предположить,
что для синтеза определенных алкалоидов необ-
ходимы определенные клеточные структуры [13].
Морфин и кодеин в клеточных культурах P. som-
niferum были обнаружены лишь в тех каллусах, в
которых дифференцировались элементы прово-
дящей системы – трахеиды. В каллусных культу-
рах P. braсteatum, синтезирующих морфин, были
обнаружены клетки аналогичные млечникам [5],
которые были ассоциированы с трахеидами. При
этом, в клеточных культурах P. braсteatum, в кото-
рых отсутствовала какая-либо дифференцировка,
синтезировались только допамин и сангвинарин
[5]. Кунах и Кацан показали, что недифференци-
рованные культуры опийного мака не синтезиру-
ют морфинаны [38].

Согласно исследованиям Kutchan [5] накопле-
ние алкалоидов в тканях мака может происходить
не только в специализированных структурах, но и
в вакуолях. Было показано, что накопление санг-
винарина и допамина в культуре клеток P. bractea-
tum [5] и сангвинарина в культуре клеток P. som-
niferum [15] происходит в вакуолях, а ферменты
CYP80B1 и BBE синтеза сангвинарина, и прото-
пина ассоциированы с эндоплазматическим ре-
тикулумом клетки [13, 15].

В проведенном нами гистологическом иссле-
довании семядольных листьев регенерантов
P. rupifragum дифференцировка млечников была
обнаружена вдоль элементов флоэмы проводя-
щих пучков. Были выявлены широкие трубчатые
образования, заполненные многочисленными
везикулами. Такая структура является характер-
ным признаком сложных млечников [39]. В об-
зорной работе Hagel с соавт. [39] отмечено, что
членистые, сложные млечники формируются из
клеток прокамбия и камбия проводящих пучков.
Тем не менее, формирование млечников мы на-
блюдали только в зеленых семядолях эмбриоидов
P. rupifragum.

Исследование эмбриогенной культуры P. rupi-
fragum в УФ обнаружило желто-зеленую автофлу-
оресценцию в вакуолях как в паренхимных клет-
ках каллуса (рис. 5б), так и в отдельных поверх-
ностных клетках разрыхляющихся эмбриоидов
(рис. 5г), что может свидетельствовать о накопле-
нии алкалоидов [15]. Аналогичное желто-зеленое
свечение в вакуолях клеток в УФ наблюдали в
клетках клеточной культуры опийного мака по-
сле добавления в среду культивирования элиси-
тора, выделенного из мицелия  Botrytis cinerea [15].
По мнению исследователей, желто-зеленая авто-
флуоресценция соответствует алкалоиду сангви-
нарину. Проведенные нами исследования пока-
зали, что количественный и качественный состав
ФС и алкалоидов культуры P. rupifragum зависел
от возраста культуры и ее дифференцировки, регу-
лируемой условиями выращивания (свет, темнота).
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Дифференцированная эмбриогенная культура
P. rupifragum сохраняет способность к формирова-
нию эмбриоидов на безгормональной МС-среде в
течение длительного времени культивирования и
может являться основой для дальнейшей разра-
ботки биотехнологических методов получения
лекарственных соединений для косметологии и
фармакологии.

Известно, что дифференцированные культуры
растений способны синтезировать более широ-
кий спектр вторичных соединений в отличие от
недифференцированных каллусных и суспензион-
ных культур. Очевидным преимуществом диффе-
ренцированных культур также являются их мор-
фологическая и генетическая стабильность в тече-
ние длительного времени культивирования [40].

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Министерства науки и высшего обра-
зования Российской Федерации в рамках государ-
ственных заданий, выполняемых КИББ ФИЦ
КазНЦ РАН (№ госрегистрации 122011800137-0).

Работа была выполнена частично с использо-
ванием оборудования ЦКП САЦ ФИЦ КазНЦ
РАН (электронный микроскоп “Hitachi 7800”).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследований.
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Проведено сравнительное исследование состава биологически активных веществ метанольных экс-
трактов из цветков и листьев Achillea asiatica Serg. аборигенной флоры Сибири и Казахстана, произ-
растающих в различных регионах России (Кемерово, Хакасия) и Казахстана. Использование газо-
вой хроматографии с масс-спектроскопией для анализа экстрактов из цветков и листьев показало,
что существуют значительные отличия в составе и содержании моно-, сескви- и кислородсодержа-
щих терпеноидных соединений, которые связаны с регионом произрастания. Антиоксидантная ак-
тивность экстрактов из цветков A. asiatica исследованных образцов значительно выше, чем в экстрак-
тах из листьев. Эффективность антиоксидантного действия экстрактов определяется преимуществен-
но фенольными соединениями, которые не относятся к терпенам. Проведенные фитохимические
исследования трех образцов A. asiatica из различных регионов произрастания показали значитель-
ную изменчивость состава биологически активных веществ и их антиоксидантной активности. При
заготовке лекарственного сырья это может привести к различной фармацевтической активности
травы A. asiatica.

Ключевые слова: Achillea asiatica, антиоксидантная активность, ГЖХ-МС, монотерпены, сесквитер-
пены, стероиды, терпеноиды
DOI: 10.31857/S0015330323601139, EDN: ZQTYVH

ВВЕДЕНИЕ

Род Achillea L. (Asteraceae), представлен более
140 видами многолетних травянистых растений,
распространенных преимущественно в Северном
полушарии. Виды Achillea используются в народ-
ной медицине для многочисленных медицинских
применений [1]. Некоторые виды этого рода про-
шли обширные фитохимические исследования,
что позволило применять препараты на их основе
в официальной медицине [2, 3]. Эти препараты
находят терапевтическое применение, как проти-
вовоспалительные [3, 4], ранозаживляющие [5, 6],
спазмолитическое и гепатопротекторное [7–9].
Их применение основано на различных биологи-
чески активных веществах (БАВ) экстрагируемых

из травы Achillea: моно- и сесквитерпенов, терпе-
ноидов, флавоноидов, флавонолов, и других [10–
12]. Для использования в фармацевтике ведутся
работы по выявлению новых форм и видов Achil-
lea с высоким содержанием БАВ [13–19]. Боль-
шой интерес для получения БАВ представляют
эндемические виды Achillea, произрастающие в
различных регионах Казахстана и Сибири для ко-
торых ранее не проводились фитохимические ис-
следования [20].

Среди различных видов тысячелистников важ-
ное значение имеет тысячелистник азиатский
(Achillea asiatica Serg), который был выделен в са-
мостоятельный вид из тысячелистника обыкно-
венного (A. millefolium L.). Наравне с этим видом
настой травы A. аsiatica используется при почеч-
нокаменной болезни, воспалительных гинеколо-
гических заболеваниях, а также в качестве проти-
восудорожного средства [7, 18, 19, 21]. В зависи-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330323601139 для авторизованных поль-
зователей.

УДК 581.1577.1547.91581.19
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мости от региона произрастания состав БАВ
входящих в экстракт травы A. asiatica может разли-
чаться. Эти внутривидовые различия состава вто-
ричных метаболитов могут быть связаны с регио-
ном произрастания и климатическими условиями.

В связи с этим, представлялось целесообраз-
ным провести сравнительное исследование состава
БАВ экстрактов из листьев и цветков A. asiatica,
произрастающих в различных регионах. Этот вид
распространен в Казахстане, Новосибирской,
Кемеровской областях, Республике Хакасия и
других регионах Сибири, Дальнего Востока,
Монголии. Кроме этого, важно исследовать ан-
тиоксидантную активность полученных экстрак-
тов, для определения возможности их дальней-
шего использования.

Целью работы являлось проведение сравни-
тельного исследования состава БАВ экстрактов
из листьев и цветков A. asiatica из различных уда-
ленных регионов произрастания Кемеровской
области, Хакасии, Казахстана для выявления
внутривидовых различий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования являлись метаноль-

ные экстракты цветков и листьев тысячелистника
азиатского (A. asiatica), собранных в России и Ка-
захстане (табл. 1). Образцы растений собраны в
период цветения летом 2017 г., определены со-
трудниками Кузбасского ботанического сада и
депонированы в его гербарии.

Приготовление проб для анализа. Для приго-
товления экстрактов использовались три экзем-
пляра тысячелистника из каждого региона про-
израстания. Цветки и листья измельчали и про-
сеивали через сито с диаметром 0.5 мм. Из
измельченных цветков и листьев вещества экстра-
гировались метанолом в соотношении 1 : 10 (м/об).
Время экстракции 2 ч при температуре 25°С. Для
использования в дальнейших исследованиях экс-

тракты пропускали через фильтр 0.22 мкм Milli-
pore (“Millipore”, США). После удаления метанола
на роторном испарителе определялось содержа-
ние сухого остатка, которое составило для всех
исследованных образцов 15.0–16.2 мг/мл.

ГЖХ-МС анализ. Исследование состава био-
логически активных веществ экстрактов прово-
дили с использованием хромато-масс-спектро-
метрической системы: газовый хроматограф Agi-
lent 6850 (“Agilent”, США) с масс-селективным
детектором Agilent 5975В (“Agilent”, США)
(ГЖХ-МС). Для анализа использовалась капил-
лярная колонка DB-5MS (5% Phenyl Methyl Silox-
ane, J&W 122–5062) (“Agilent”, США) длиной 30 м,
внутренним диаметром 0.25 мм. Температура ин-
жектора 300°С, температура интерфейса 300°С.
Газ-носитель – гелий, объемная скорость газа-
носителя – 1 мл/мин. Температурная программа:
начальная температура термостата 35ºС, подъем
температуры со скоростью 5°С/мин до 170°С
(изотермический режим в течение 7 мин); подъем
температуры со скоростью 7°С/мин до 280°С
(изотермический режим в течение 10 мин). Время
анализа 59.71 мин. Объем пробы 1 мкл, ввод про-
бы со сбросом 70 : 1. Параметры масс-детектора:
температура источника 230°С, температура квад-
руполя 150°С. Идентификацию компонентов
проводили по масс-спектрам с использованием
библиотеки масс-спектров NIST. С использова-
нием программного обеспечения хромато-масс-
спектрометрической системы, по площадям пи-
ков рассчитывали относительное содержание
индивидуальных соединений в % от общей пло-
щади пиков индивидуальных веществ в хромато-
графическом профиле ГХ-МС исследованных
образцов [20].

Определение антиоксидантной активности. Для
оценки антиоксидантной активности (АОА) ме-
танольных экстрактов цветков и листьев приме-
няли флуориметрический метод ORAC (Оxygen
Radical Absorbance Capacity) [22]. Метод основан

Таблица 1. Места сбора и каталожные номера образцов тысячелистника азиатского (A. asiatica) в гербарии Куз-
басского ботанического сада

Каталожный
№ гербария Вид Место сбора

1 2 3

KUZ KEM 16466 Тысячелистник азиатский
(A. asiatica Serg. Кемерово, Россия)

Россия, Кемеровская область, Беловский район, 
окрестности с. Каракан (54.353912° с.ш., 86.77906° в.д.)

KUZ SIB Тысячелистник азиатский
(A. asiatica Serg. Хакасия, Россия)

Россия, Хакасия, Орджоникидзевский район, 
окр.оз. Сульфатное (54°58'40" с.ш., 89°36'35" в.д.)

KUZ KAZ 06526 Тысячелистник азиатский
(A. asiatica Serg. Казахстан)

Казахстан, Восточно-Казахстанская область,
Зайсанский район, хребет Саур (47.43306° с.ш., 
85.27296° в.д., А = 669 м.)
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КУРЧЕНКО и др.

на измерении уменьшения интенсивности флуо-
ресценции флуоресцеина (ФЛ) при его взаимо-
действии с кислородными радикалами. Антиок-
сиданты в реакционной среде, взаимодействуя с
кислородсодержащими радикалами, замедляют
свободнорадикальное окисление ФЛ. Определя-
ли АОА веществ, входящих в экстракты, оценивали
по их способности связывать свободные радикалы,
образованные в системе Фентона. Измерения флу-
оресценции проводили на флуориметре RF-5301
PC (“Shimadzu”, Япония). Регистрировали ин-
тенсивность флуоресценции на длине волны
514 нм. Длина волны возбуждения – 490 нм.

Расчет показателей ОАО проводили по степе-
ни интенсивности флуоресценции (А, %), рас-
считывали по формуле:

где Fl0 – интенсивность флуоресценции кон-
трольного образца ФЛ (раствор ФЛ без Fe2+, ЭДТА,
гидролизата и H2O2), Fl – интенсивность флуо-
ресценции раствора после добавления экстракта.

Строили графики зависимости интенсивности
флуоресценции (A, %) от содержания экстракта
цветков и листьев. Согласно полученному урав-
нению, рассчитывали концентрацию пробы IС50,
соответствующую 50% ингибированию флуорес-
ценции. Построение графиков и математическую
обработку результатов исследований осуществля-
ли при помощи компьютерной программы “Mic-
rosoft Office Excel 2003” (“Microsoft Corporation”,
США). Результаты независимых экспериментов
представлены как среднее арифметическое зна-
чение. Достоверность различий между выборка-
ми данных определяли методом доверительных
интервалов.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В медицинской практике широко используют-

ся экстракты из травы A. asiatica. В их состав вхо-
дят различные по структуре и свойствам БАВ, ко-
торые содержатся в цветах и листьях. В связи с
этим проведено сравнительное исследования со-
става и содержания БАВ метанольных экстрактов
цветков и листьев A. asiatica, собранных в районах
Казахстана, Хакасии и Кемеровской области РФ.
При исследовании состава БАВ экстрактов из
цветков использовался ГХ-МС анализ. На рис. 1
представлены хроматографические профили ис-
следованных образцов метанольных экстрактов
цветков из различных регионов произрастания.

По результатам ГХ-МС анализа в экстрактах
из цветков обнаружено 33 различных по структу-
ре БАВ. Относительное содержание основных БАВ
в метанольных экстрактах цветков исследованных
тысячелистников представлено в таблице S1 (До-
полнительные материалы, табл. S1).

Анализ результатов показывает, что существу-
ют значительные отличия в составе и содержании
вторичных метаболитов в цветках A. asiatica, ко-
торые связаны с регионом произрастания. Так,
монотерпеновые соединения A. asiatica образца
из Кемерово представлены – сабиненом, из Хака-
сии – пиненом, а Казахстана – цименом. Сеск-
витерпен β-кариофиллен содержится в трех ис-
следованных образцах, а гермакрен-D только в
образцах из Кемерово и Хакасии. Наиболее су-
щественные различия БАВ исследованных об-
разцов связаны с составом терпеноидных соеди-

= ×
0

Fl 100,
Fl

А

Рис. 1. Хроматографические профили ГХ-МС мета-
нольных экстрактов из цветков A. asiatica, произрас-
тающих в Кемерово (а), Хакасии (б) и Казахстане (в).
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нений: цинеола, цис-β-терпинеола, камфоры,
борнеокамфора, α-терпинеола, β-кариофилле-
ноксида, β-эвдесмола, α-бисаболола, лимонен
оксида, артемисина, β-амирина. При этом сум-
марное содержание терпеноидов для образцов из
Кемерово, Хакасии и Казахстана значительно
различалось и составило 16.3%, 10.2% и 55.7%, со-
ответственно, от общего содержания идентифи-
цированных веществ. Образцы так же содержали
алифатические соединения: Кемерово – 18.7%,
Хакасия – 14.7% и Казахстан – 9.5%, а также γ-си-
тостерол. Для исследованных образцов характерно
содержание только двух общих соединений: ци-
неола и γ-ситостерола.

Значительные различия в составе и содержа-
нии БАВ в экстрактах цветков A. asiatica из уда-
ленных регионов произрастания проявились и в
их антиоксидантных свойствах. С использовани-
ем флуориметрического метода ORAC показано,
что максимальную АОА проявлял экстракт из
цветков образца из Кемерово. При анализе ин-
тенсивности флуоресценции, соответствующей
максимальному ингибированию свободных ра-
дикалов (Amax) этот экстракт проявлял макси-
мальную интенсивность. При этом для ее дости-
жения концентрация экстракта (Сmax) была оди-
наковой для всех исследованных образцов.
Концентрация экстракта образца из Кемерово,
при которой достигается 50% ингибирования
свободных радикалов (IC50), была минимальной
и составила 0.47 × 10–3%. В зависимости от регио-
на произрастания существуют значительные
внутривидовые отличия АОА исследованных экс-
трактов цветков. По показателю IC50 экстракты из
цветков A. asiatica, собранных в Хакасии и Казах-
стане в 4.6 раза и 7.7 раза соответственно выше, чем
у образца из Кемерово. Это свидетельствует об их
низкой антиоксидантной активности. Внутриви-
довые различия АОА экстрактов цветков A. asiatica
могут быть связаны с химической изменчивостью
состава БАВ в зависимости от региона произрас-
тания.

Результаты разделения БАВ из экстрактов ли-
стьев, исследованных образцов, произрастающих
в различных регионах, представлены на ГХ-МС
хроматограммах (рис. 2).

Исследование с использованием ГХ-МС со-
става и содержания БАВ метанольных экстрактов
листьев A. asiatica, собранных в районах Казахста-
на, Хакасии и Кемеровской области РФ выявило
в них 44 различных соединения. При близком со-
держании суммы экстрактивных веществ в экс-
трактах листьев исследованных тысячелистников,
относительное содержание основных индивиду-
альных БАВ представлено в таблице S2 (Допол-
нительные материалы, табл. S2).

В зависимости от региона произрастания со-
став и содержание БАВ в листьях A. asiatica значи-

тельно отличаются. Монотерпеновые соединения
A. asiatica из Кемерово представлены сабиненом,
β-пиненом; из Хакасии β-пиненом, мерценом,
лимоненом; а из Казахстана содержит только
α-оцимен. Сесквитерпен β-кариофиллен не со-
держится в образце из Казахстана. Наиболее су-
щественные различия БАВ исследованных образ-
цов связаны с изменчивостью состава кислород-
содержащих монотерпенов и сесквитерпенов.
Для образца из Кемерово характерно наличие ци-
неола, сесквисабинен гидрата, β-кариофилле-
ноксида, лолиолида, аустрицина. Образец тыся-
челистника из Хакасии содержит в экстракте из
листьев терпениолы: цинеол, камфору, борне-
окамфор, борнилацетат, бисаболол. Экстракт из
листьев образца из Кемерово содержал терпинеол,

Рис. 2. Хроматографические профили ГХ-МС мета-
нольных экстрактов из листьев A. asiatica, произрас-
тающих в Кемерово (а), Хакасии (б) и Казахстане (в).

×105

35

25

5

15

40

30

10

20

5 10 15 20 3025 35
Time

TiC T1CD\data. ms
(в)

8.781

8.735

11.558

10.825
11.188

9.434

9.26511.039 14.094

18.212
19.217

18.308

17.118

17.356
17.967

18.95219.969
19.70

20.915

21.435

21.933

23

22.894
22.982

26.075
24.500

25.308

25.095
25.913

26 28.345

34.055 39.794

35

25

5

15

30

10

20

5 10 15 20 3025 35

TiC T4CD\data. ms
(б)

8.790

7.725

8.641 11.524

15.073

15.776

17.34015.91116.34
15.552

18

19.193

19.63519.733

19.406

21.400

20.89722.922

23.480
23.380
24.09

25.8024.922 27.803
26.78427.30927.885

29.792
26.021

25.549

26.209

24.500

37.33538.534A
bu

nd
an

ce

32

10

2
6

12
14
16
18
20
22
24
26
28
30

4
8

5 10 15 20 3025 35

TiC T4CD\data. ms
(a)

8.770

9.6477
7.716

15.081

15.70716.169
17.351

18.296

19.210

19.971
20

20.911
20.49920.69021.11119

21.401
23.252

23.400

22.090

21.929

24.044

25.200

26.796

26.205
25.544
25.99624.954
25.014

27.223
24.211



762

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

КУРЧЕНКО и др.

цинеол, камфору, борнеокамфор, цис-β-терпи-
неол, α-терпинеол, сесквисабинен гидрат, β-ка-
риофилленоксид, β-эвдесмол, лолиолид, артеми-
син, сальвигенин.

Суммарное содержание терпеновых соедине-
ний для форм из Кемерово, Хакасии и Казахстана
различалось и составило соответственно 42.4,
44.0 и 53.4% от общего содержания идентифици-
рованных веществ. В исследованных образцах со-
держались алифатические соединения: Кемерово
30.2%, Хакасия 11.8% и Казахстан 27.0%. В экс-
тракте из листьев α-амирин содержался только в
образце из Казахстана.

Исследование АОА экстрактов из листьев
A. asiatica показало, что их активность в десять раз
меньше, чем у экстрактов из цветков. Концентра-
ция экстрактов образцов из Кемерово, Хакасии и
Казахстана, при которой достигается 50% инги-
бирования свободных радикалов (IC50), состави-
ла 2.6 × 10–2%; 1.0 × 10–2%; 1.0 × 10–2%, соответ-
ственно. Это свидетельствует о низкой антиокси-
дантной активности экстрактов из листьев и
незначительных внутривидовых различиях.

ОБСУЖДЕНИЕ

Как установлено в результате газохроматогра-
фического анализа экстрактов из цветков и ли-
стьев, всем изученным образцам A. asiatica из Ке-
мерово, Хакасии и Казахстана присущ ограни-
ченный спектр структурных типов соединений

терпеновой природы. Идентифицированные со-
единения были разделены на несколько классов,
включая монотерпены, сесквитерпены, кисло-
родсодержащие монотерпены и кислородсодер-
жащие сесквитерпены. Общее содержание соеди-
нений, входящих в эти классы для исследованных
образцов цветков и листьев из различных регио-
нов произрастания, представленных в табл. 2.

Анализ результатов, представленных в табл. 2,
показывает, что в составе экстрактов образца
A. asiatica из Казахстана содержится значитель-
ное количество кислородсодержащих моно- и
сесквитерпенов, которое составило для цветков
50.7 и 40.8% для листьев. Эти показатели для об-
разца из Кемерово были значительно меньше и
составили для цветков 7.6 и 2.1% для листьев, а
для образца из Хакасии для цветков 10.2% и для
листьев 13.8%. Кроме различий суммарного со-
держания терпеновых соединений в цветках и ли-
стьях исследованных форм они значительно раз-
личаются составом моно- и сесквитерпенов.

Монотерпеновые соединения в экстракте из
цветков образца A. asiatica из Кемерово содержат
только бициклический монотерпен – сабинен
12.9%, а листья – сабинен 2.5% и L-β-пинен 2.5%.
Монотерпеновые кислородсодержащие соедине-
ния представлены бициклическим эфиром – ци-
неолом в цветках 6.4%, а в листьях 11.1%.

В состав экстракта из цветков A. asiatica образ-
ца из Хакасии входит только бициклический мо-
нотерпен β-пинен 13.1%, а в листьях алифатиче-

Таблица 2. Содержание различных классов терпеновых соединений в экстрактах из цветков и листьев образцов
A. asiatica из Кемерово, Хакасии и Казахстана

Класс соединений
Суммарное содержание терпеновых соединений от общего 

содержания БАВ в метанольных экстрактах, %

цветки листья

A. asiatica из Кемерово
Монотерпены 12.9 5.01
Кислородсодержащие монотерпены 6.39 11.14
Сесквитерпены 7.85 2.09
Кислородсодержащие сесквитерпены 1.27 0.99

A. asiatica из Хакасии
Монотерпены 13.08 12.75
Кислородсодержащие монотерпены 7.29 12.03
Сесквитерпены 4.79 1.42
Кислородсодержащие сесквитерпены 2.94 1.80

A. asiatica из Казахстана
Монотерпены 2.19 3.60
Кислородсодержащие монотерпены 42.08 34.55
Сесквитерпены 2.02 –
Кислородсодержащие сесквитерпены 8.64 6.27
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ский монотерпен мирцен 1.3%, моноцикличе-
ский – лимонен 3.0% и бициклический β-пинен
8.5%. Состав терпеноидных кислородсодержа-
щих соединений этого образца более разнообра-
зен. Цветы содержат моноциклический эфир ли-
монен оксид 2.4% и бициклический эфир цинеол
2.7%, бициклический альдегид – камфору 1.2% и
бициклический спирт – борнеокамфор 1.0%. Ли-
стья содержат цинеол 6.2%, камфора 3.7%, борне-
окамфор 2.1%.

Образец тысячелистника из Казахстана в экс-
тракте из цветков содержит только моноцикличе-
ский О-цимен 2.2%, а в листьях алифатический
α-оцимен 3.6% и значительное количество кисло-
родсодержащих терпеноидных соединений. В экс-
тракт из цветков входят: бициклический эфир-
цинеол 13.3%, бициклический кетон – камфора
13.6%, бициклические спирты – борнеокамфор
1.7%, транс-3(10)-Карен-2-ол 2.3% и моноцик-
лические спирты – α-терпинеол 7.1%, β-терпи-
неол 4.1%. В экстракте из листьев содержатся:
бициклический эфир – цинеол 15.9%, бицикличе-
ский кетон – камфора 7.1%, бициклические спир-
ты – борнеокамфор 4.2% и моноциклические
спирты – α-терпинеол 5.2%, β-терпинеол 2.2%.

Биосинтез терпеновых соединений в цветах и
листьях исследованных образцов A. asiatica явля-
ется сложным многостадийным ферментативным
процессом. При синтезе ациклических монотерпе-
нов, таких как мирцен, происходит процесс депро-
тоинизации карбокатионов геранилдифосфата
или линалилдифосфата. Стадия изомеризации
геранилдифосфата в линалилдифосфат приводит
к биосинтезу циклических монотерпенов, таких
как лимонен или пинены [23, 24]. Многие моно-
терпеновые синтетазы катализируют образова-
ние нескольких продуктов, включая ацикличе-
ские, моноциклические и бициклические струк-
туры [25]. В образцах тысячелистника из Хакасии
и Казахстана в экстрактах присутствует бицикли-
ческий кетон – камфора, биосинтез которой осу-
ществляют (-)-пиненциклазы [24]. Состав БАВ
исследованных образцов A. asiatica свидетель-
ствует о различных механизмах их биосинтеза в
зависимости от региона произрастания.

Сесквитерпеновые соединения в экстракте из
цветков образца A. asiatica из Кемерово представ-
лены моноциклическими: гермакреном D 1.1%,
α-куркуменом 2.1%, β-сесквифелландреном 1.9%
и бициклическим: β-кариофилленом 2.7%. В экс-
тракте из листьев содержится бициклический
сесквитерпен: β-кариофиллен 2.1%. В состав тер-
пеноидных соединений этого образца входит би-
циклический эфир β-кариофилленоксид 1.0%.

В экстракте из цветков образца A. asiatica Хака-
сии представлены моноциклическими сесквитер-
пенами: гермакреном D 2.8% и бициклическим:
β-кариофилленом 2.0%. В экстракте из листьев со-

держится только бициклический сесквитерпен:
β-кариофиллен 1.4%. В состав кислородсодер-
жащих сесквитерпеновых соединений листья и
цветы содержат моноциклический спирт α-би-
саболол.

Экстракт цветков образца A. asiatica из Ка-
захстана содержит бициклический сесквитер-
пен-β-кариофиллен 2.0%. В листьях этого об-
разца не содержатся сесквитерпены. В составе
кислородсодержащих сесквитерпеновых соеди-
нений цветы содержат бициклические β-карио-
филленоксид 1.9% и β-эвдесмол 6.8%, а листья
β-кариофилленоксид 1.3% и β-эвдесмол 4.9%.

Выявленные различия в составе и содержании
терпеновых соединений образцов A. asiatica из
Кемерово, Хакасии и Казахстана могут являться
следствием ряда факторов, таких как климатиче-
ские условия, высота произрастания, питательные
вещества и др. В связи со значительными отличия-
ми в составе БАВ и сложных путях их биосинтеза,
удаленностью произрастания исследованных об-
разцов нельзя исключить возможность процесса
формирования хеморасс A. asiatica. Это предпо-
ложение требует дополнительных исследований.

Антиоксидантные свойства экстрактов из
цветков и листьев исследованных образцов A. asi-
atica значительно различаются. Эти отличия не
связаны с количеством терпеновых соединений, а
определяются преимущественно составом фе-
нольных соединений.

Проведенные фитохимические исследования
экстрактов тысячелистников исследованных об-
разцов A. asiatica из различных регионов произ-
растания показали значительную изменчивость
состава БАВ и их антиоксидантной активности.
На практике при заготовке лекарственного сырья
это может привести к различной фармацевтиче-
ской активности травы A. asiatica, которая ис-
пользуется для травяных чаев при их терапевти-
ческом применении.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов. Авторы заявляют об отсутствии
конфликта интересов.
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Bidens tripartita L. и Bidens pilosa L. являются потенциальными источниками биологически активных
веществ, обладающих противомикробной, антидиабетической, противораковой, противовоспали-
тельной, антиоксидантной и другими активностями. Данные виды череды широко используются в
разных странах в фитомедицине. Установлено, что изучаемые виды богаты разнообразными фе-
нольными соединениями, причем растения, произрастающие в условиях умеренно-континенталь-
ного (Татарстан) и тропического (Бурунди) климата, слабо различаются по содержанию фенольных
соединений, что свидетельствует о генетически обусловленной узкой амплитуде изменчивости ме-
таболизма этих видов. Качественный анализ фенольных соединений показал, что изученные виды
растений синтезируют определенные группы соединений для адаптации в конкретных условиях
обитания. Киримиро в Республике Бурунди и Спасский район в Республике Татарстан можно рас-
сматривать как перспективные районы для выращиваний и сбора изучаемых видов растений. Тем-
пература, высота над уровнем моря, количество осадков и состав почвы являются ключевыми фак-
торами, влияющими на содержание фенольных соединений растений B. pilosa и B. tripartita.

Ключевые слова: Bidens pilosa (L.), Bidens tripartita (L.), состав почв, температура, фенольные соеди-
нения
DOI: 10.31857/S001533032360081X, EDN: BGLVUR

ВВЕДЕНИЕ
Bidens – один из родов семейства астровых

(Asteraceae), включающий в себя около 280 видов,
в том числе, B. tripartita и B. pilosa. Виды Bidens
широко используются в народной и традицион-
ной медицине для лечения различных заболева-
ний в разных странах мира.

Согласно литературным данным, растения ро-
да Bidens содержат множество соединений, вклю-
чая флавоноиды, фенилпропаноиды, тритерпе-
ноиды, алкалоиды и органические кислоты, из
которых флавоноиды являются основными эф-
фективными компонентами [1].

Современные фармакологические исследова-
ния показывают, что именно эти соединения в
растениях Bidens обладают противовоспалитель-
ными, антиоксидантными, обезболивающими,
антибактериальными, противоопухолевыми, ги-
полипидемическими, антидиабетическими, ге-
попротекторными функциями [2].

В свою очередь, в растениях основной функ-
цией вторичных метаболитов является защита от

неблагоприятного воздействия различных факто-
ров абиотической и биотической природы в тече-
ние всей жизни, обеспечивая, таким образом,
приспособленность и выживание растений [3, 4].
Чтобы справиться со стрессом, растения вынуж-
дены индуцировать или уменьшать синтез вто-
ричных метаболитов в организме [5]. Различные
исследования свидетельствуют о значительном
влиянии отдельных факторов окружающей среды
на накопление веществ вторичного метаболизма
растений. Например, показано, что засуха вызы-
вает окислительный стресс, при этом увеличива-
ются фенольные соединения и витамины в Ama-
ranthus tricolor L. [6]. Повышенные температуры и
высокая интенсивность света увеличивают син-
тез и накопление различных вторичных метабо-
литов, включая кверцетин, дубильные вещества,
аскорбиновую кислоту, тритерпеноиды, многие
из которых обладают антиоксидантными свой-
ствами [7].

В связи с этим состав и количество биологиче-
ски активных веществ, характеризующих эффек-
тивность лекарственных растений, различают в
зависимости от вида и органа растения, срока
сбора и условий места обитания (климатические

Сокращения: ВРФ – водорастворимые фенольные соедине-
ния, РБ – Республика Бурунди, РТ – Республика Татарстан.

УДК 581.1
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условия, географическое положение, тип и состав
почвы и т.д.) [8, 9].

Целью нашей работы было выявление сово-
купности факторов окружающей среды и пер-
спективных регионов для выращивания и сбора
лекарственных растений B. pilosa и B. tripartite с
наиболее высоким содержанием биологически
активных веществ. Для достижения данной цели
было проведено сравнительное изучение содер-
жания фенольных соединений двух видов расте-
ний (B. pilosa и B. tripartita), произрастающих в
разных регионах Республики Бурунди и Респуб-
лики Татарстан и проведена оценка степени вли-
яния эколого-географических факторов на со-
держание биологически активных веществ в ис-
следуемых растениях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. Объектом исследования

служила надземная часть двух видов череды: че-
реда трехраздельная (B. tripartita) и череда воло-
систая (B. pilosa) из разных районов Республики
Бурунди (РБ) (табл. 1): Киримиро (место сбора
растений – суходольный луг с высокой освещен-
ностью, высота над уровнем моря 1603 м); Му-
гамба (место сбора растений – суходольный луг с
высокой освещенностью, высота над уровнем
моря 2097 м); Бурагане (место сбора растений –
суходольный луг с высокой освещенностью, вы-
сота над уровнем моря 1550 м) и Республики Та-
тарстан (РТ) (табл. 2): Спасский (место сбора
растений – остепненный луг с высокой осве-
щенностью) и Высокогорский район (место сбо-

ра растений – придорожная западина с высокой
освещенностью). Растения собирали в июле 2019 г.
на стадии цветения. Состав почв с места сбора
растений РБ определяли в агрохимической лабо-
ратории анализа почвы и пищевых продуктов Ин-
ститута агрономических наук Бурунди (ISABU).
Высоту над уровнем моря на месте сбора опреде-
ляли с помощью приложения offlinemaps. Темпе-
ратурные данные и количество осадков были
предоставлены Географическим институтом Бу-
рунди (IGEBU). Состав почв с места сбора расте-
ний РТ определяли в агрохимической лаборато-
рии Россельхознадзора РТ.

Растительный материал сушили в тени до воз-
душно-сухого состояния, образцы хранили в бу-
мажных пакетах без воздействия прямых солнеч-
ных лучей. Листья растений измельчали до по-
рошкообразного состояния. Далее полученное
измельченное сырье использовали для приготов-
ления экстрактов.

Определение суммарного содержания водорас-
творимых фенольных соединений. Суммарное со-
держание водорастворимых фенольных соедине-
ний (ВФС) определяли спектрофотометрическим
методом с использованием реактива Фолина–Де-
ниса в присутствии NaHСO3. Около 50 мг измель-
ченного растительного сырья, помещали в про-
бирку Эппендорф, прибавляли 1.5 мл дистилли-
рованной воды и инкубировали на водяной бане в
течение 45 мин при температуре 70°С, после чего
центрифугировали при 15000 об/мин в течение
5 мин. Водный экстракт хранили при +4°С без
доступа света для дальнейшего использования.

Таблица 1. Гео-экологические характеристики районов региона Киримиро, Мугамба и Бурагане (среднегодо-
вые за 2019 г.)

Район
Высота над 

уровнем моря,
(м)

Количество
осадков, (мм)

Средняя
температура, (°C)

рН

Содержание минеральных элементов
в почвах исследуемых регионов

(%) (мд)

K+

(мЭкв/ 100 г)
Ca2+ 

(мЭкв/ 100 г)
Mg2+

(мЭкв/100 г)

Киримиро 1603 1321 19 4.9 0.13 5.94 0.36 4.7 0.63
Мугамба 2097 1598 15.7 4.0 0.11 7.56 0.24 0.45 0.19
Бурагане 1550 1233 21.5 5.7 0.19 8.45 0.57 3.44 0.58

−
3NO −3

4PO

Таблица 2. Ландшафтные и климатические (осенне-весенний период 2019 г.) характеристики районов Татарста-
на. https://nuipogoda.ru/

Район
Количеств

осадков (мм)
Средняя

температура (°C)
Климатиче
ская зона

pH

Содержание минеральных элементов в
почвах исследуемых регионов

(%) (мд)

K+

(мЭкв/ 100 г)
Ca2+ 

(мЭкв/ 100 г)
Mg2+

(мЭкв/100 г)

Спасский 189 12.5 Лесостепь 7.4 0.23 0.29 1.84 15.03 12.00
Высокогорский 261 14 Хвойно-широколи

ственная
6.1 0.18 0.31 1.27 15.63 1.56

−
3NO −3

4PO
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Для определения ВФС, отбирали 75 мкл вод-
ного экстракта в пробирки объемом 1.5 мл, добав-
ляли 75 мкл реактива Фолина-Дениса, переме-
шивали, через 3 мин добавляли 120 мкл насыщен-
ного раствора NaHСO3 (10%), перемешивали,
добавляли 1.2 мл воды и через 45 мин центрифу-
гировали при 16000 об/мин в течение 2 мин. Оп-
тическую плотность измеряли на спектрофото-
метре при длине волны 725 нм. В качестве контро-
ля использовали 75 мкл воды вместо экстракта.
Суммарное содержание растворимых фенольных
соединений в изучаемом сырье рассчитывали по
формуле:

где: C – концентрация фенольных соединений,
мг/г сухой массы; E – оптическая плотность при
725 нм; К – коэффициент пересчета на эталонное
вещество – (–)-эпикатехин (480); R – разведение;
V – объем экстракта, мл; m – масса навески рас-
тительного материала, г [10].

Определение содержания флавоноидов. Экс-
тракт для определения флавоноидов в лекар-
ственном сырье готовили по методике, описан-
ной в работе [11]. Около 1 г измельченного расти-
тельного сырья, помещали в коническую колбу
на 150 мл, прибавляли 30 мл 90% этилового спир-
та, содержащего 1% концентрированной соляной
кислоты (HCl), нагревали на кипящей водяной
бане в течение 30 мин. Затем колбу охлаждали до
комнатной температуры и фильтровали получен-
ный экстракт через бумажный фильтр. Экстрак-
цию повторяли дважды. Фильтровали через тот
же фильтр в ту же колбу, далее промывали фильтр
90% этиловым спиртом и доводили объем филь-
трата до метки (раствор А).

Для определения помещали 2 мл раствора А в
колбу, добавляли 1 мл 1% раствора алюминия
хлорида (AlCl3) в 95% этиловом спирте и доводи-
ли объем раствора 95% этиловым спиртом до мет-
ки. Далее через 20 мин определяли оптическую
плотность раствора на спектрофотометре при
длине волны 430 нм. В качестве контроля исполь-
зовали раствор, состоящий из 2 мл раствора А, до-
веденный 95% этиловым спиртом до заданного
объема.

Содержание суммы флавоноидов в пересчете
на кверцетин и абсолютно сухое сырье в процен-
тах (X) рассчитывали по формуле:

где D – оптическая плотность исследуемого рас-
твора; 764.6 – удельный показатель поглощения
комплекса кверцетина с алюминия хлоридом при
430 нм; m – масса сырья в граммах, г; W – потеря
массы при высушивании сырья, %.

=
×

,
1000

EKRVC
m

( )
× × ×=

× ×
25 100 100 ,

764.6 2 100
DХ

m W

Определение суммы дубильных веществ в пере-
счете на танин. Содержание дубильных веществ
определяли путем титрования раствором перман-
ганата калия. Для экстракции дубильных веществ
2 г сухого измельченного сырья помещали в колбу
на 500 мл, заливали 250 мл кипящей воды и нагре-
вали с обратным холодильником на водяной бане
в течение 30 мин при периодическом перемеши-
вании. Охлаждали до комнатной температуры,
фильтровали через вату, доводили водой до нужно-
го объема. Затем отбирали 25.0 мл водного экстрак-
та в колбу, добавляли 500 мл воды, 25 мл раствора
индигосульфокислоты и титровали при постоян-
ном перемешивании раствором перманганата ка-
лия (0.02 моль/л) до золотисто-желтого окраши-
вания. В качестве контрольного варианта к 525 мл
воды добавляли 25 мл раствора индигосульфокис-
лоты и титровали при постоянном перемешивании
раствором перманганата калия (0.02 моль/л) до зо-
лотисто-желтого окрашивания.

Содержание суммы дубильных веществ в пере-
счете на танин в абсолютно сухом сырье в про-
центах (Х) рассчитывали по формуле:

где V – объем 0.02 М раствора калия пермангана-
та, израсходованного на титрование водного из-
влечения, мл; V1 – объем 0.02 М раствора калия
перманганата, израсходованного на титрование в
контрольном опыте, мл; 0.004157 – количество
дубильных веществ, соответствующее 1 мл 0.02 М
раствору калия перманганата (в пересчете на та-
нин), г; a – навеска сырья или лекарственного
растительного препарата, г; W – влажность ле-
карственного растительного сырья или лекар-
ственного растительного препарата, %; 250 – об-
щий объем водного извлечения, мл; 25 – объем
водного извлечения, взятого для титрования, мл.

Для приготовления раствора индигосульфо-
кислоты, растворяли 1.0 г индигокармина в 25 мл
концентрированной серной кислоты затем при-
бавляли дополнительно 25 мл серной кислоты и
разбавляли водой до 1000 мл [12].

Определение содержания фенольных соедине-
ний методом ВЭЖХ. Для проведения хроматогра-
фического анализа первоначально проводили
спиртовую экстракцию фенольных соединений в
70% этаноле на водяной бане в течение 90 мин
[13]. Далее была проведена идентификация феноль-
ных соединений методом высокоэффективной
жидкостной хроматографии на хроматографиче-
ской системе высокого давления (“BIO-RAD”,
США). Использовали оригинальную колонку
SN-421001911, 5 μм, 4 × 250 мм (США). Детекцию
пиков осуществляли посредством двухволнового
УФ ВЭЖХ детектора BioLogic QuadTec UV-Vis
(“BIO-RAD”, США) при длине волны 260 нм.

( )
( )

− × × ×=
× ×

1 0.004157 250 100
,

25 100
V V

Х
a W
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В качестве подвижной фазы использовали 98% во-
ду, 1% уксусную кислоту, 1% ацетонитрил (рас-
твор А) и 99% ацетонитрил, 1% уксусную кисло-
ту (Б). Элюирование: линейный градиент по-
движной фазы A в фазе B составлял 30–80% от 0
до 9 мин с последующим изократическим элюи-
рованием 80% фазы A в фазе B от 9 до 15 мин; ско-
рость потока составляла 1 мл/мин. ВЭЖХ прово-
дили при комнатной температуре (25 ± 2°С). Для
идентификации пиков выявляемых, на хромато-
грамме, использовали рабочие стандартные рас-
творы кверцетина (CAS 117–39–5, ≥95%, “Sigma
Aldrich”, Германия), протокатеховой кислоты
(CAS 99–50–3, ≥98%, “Sigma Aldrich”, Германия),
хлорогеновой кислоты (CAS 327–97–9, ≥95%,
“Sigma Aldrich”, Германия), лютеолина (L9283-10MG,
≥98%, Израиль), кемпферола (CAS 520–18–3,
≥90%, “Sigma Aldrich”, Франция), кумаровой
кислоты (CAS 501–98–4, ≥98%, “Sigma Aldrich”,
Германия), бензойной кислоты (CAS 6585–0,
≥99.5%, “merck millipore”, Россия), феруловой
кислоты (CAS 537–98–4, ≥98%, “Sigma Aldrich”,
Германия), кофейной кислоты (CAS 331–39–5,
≥98%, “Sigma Aldrich”, Германия), синаповой кис-
лоты (CAS 530–59–6, ≥98%, “Sigma Aldrich”, Гер-
мания).

Статистический анализ. Все эксперименты
проводились минимум в 5-кратной повторно-
сти. Статистическая обработка данных проводи-
лась в программе OriginPro 2021 используя дву-

сторонний критерий Манна–Уитни с поправ-
кой Бонферони для множественного сравнения
при P < 0.05. Данные перед началом анализа свя-
зей между факторами окружающей среды и со-
держанием фенольных соединений подвергали
тестированию на нормальность распределения с
использованием критерия Шапиро–Уилка. Вза-
имосвязь между параметрами оценивали посред-
ством корреляционного анализа Пирсона.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Содержание фенольных соединений в исследуе-
мых лекарственных растениях. В ходе нашей рабо-
ты был проведен сравнительный анализ содержа-
ния ВФС, дубильных веществ и флавоноидов в
исследуемых лекарственных растениях, собран-
ных из разных мест обитаний. Было обнаружено,
что содержание изученных фенольных соедине-
ний в исследуемых видах лекарственных расте-
ний, произрастающих в различных регионах РТ и
РБ варьирует в широких пределах в зависимости
от места произрастания и различается в разных
органах растений (рис. 1). Установлено, что ли-
стья имеют более высокое содержание феноль-
ных соединений, по сравнению с цветками и стеб-
лями. Как видно из рис. 1, в растениях B. pilosa со-
держание ВФС варьировало от 23.66 до 32.01 мг/г
в листьях и от 12.19 до 17.33 мг/г сухого веса в стеб-
лях. Растения, которые были собраны в регионе

Рис. 1. Содержание фенольных соединений в В. pilosa (а, б, в): I – Киримиро; II – Мугамба; III – Бурагане и B. tri-
partita (г, д, е): I – Высокогорский район; II – Спасский район; III – регион Киримиро; IV – регион Мугамба; V – регион
Бурагане. 1 – листья; 2 – цветки; 3 – стебель. Одинаковыми буквами обозначено отсутствие статистически значи-
мых отличий между образцами, собранными в разных районах при Р < 0.05.
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Киримиро, имели наиболее высокое содержание
ВФС, по сравнению с регионами Мугамба и Бу-
рагане. Растения из Бурагане и Мугамба не отли-
чались по содержанию данных соединений.

Содержание дубильных веществ составило от
5.04 до 7.04% сухого веса в листьях, а в стеблях –
от 2.04 до 3.05% сухого веса. Как видно из рис. 1б,
большее количество дубильных веществ накап-
ливается в листьях, по сравнению со стеблями.
При этом растения из Киримиро и Бурагане ха-
рактеризовались более высоким содержанием ду-
бильных веществ, чем растения из Мугамба.

Содержание флавоноидов в листьях B. pilosa
было в пределах от 4.95 до 5.91% сухого веса (в пе-
ресчете на кверцетин). Самое большое количе-
ство кверцетина выявлено в растениях из Мугам-
ба (рис. 1в). Таким образом, растения B. pilosa с
самым высоким уровнем фенольных соединений
обнаружены в регионах Киримиро, по сравнению
с Бурагане и Мугамбе.

У растений B. tripartita содержание ВФС варьи-
ровало от 40.65 до 48.24 мг/г в листьях, 32.02 до
49.82 мг/г в цветках и 12.96 до 30.48 мг/г сухого ве-
са в стеблях (рис. 1г). В целом, листья и цветки
растения B. tripartita содержали примерно одина-
ковое количество ВФС. Растения, собранные в
Высокогорском и Спасском районах РТ, стати-
стически не отличались по этому показателю, как
и растения из регионов Киримиро и Бурагане в РБ.

Самое высокое количество дубильных веществ
обнаружено в листьях, самое низкое – в стеблях.
В листьях растения B. tripartita количество ду-
бильных веществ было в пределах от 8.04 до
15.68% сухого веса. Было выявлено что, в РТ рас-
тения из Высокогорского района, а в РБ – расте-
ния из региона Киримиро, содержали больше ду-
бильных веществ, по сравнению с другими райо-
нами (рис. 1д).

Самое высокое значение флавоноидов наблю-
далось в растениях, собранных из Спасского рай-
она РТ; Киримиро и Бурагане РБ. Больше всего
их было в листьях и количество варьировалось от
3.29 до 6.77% сухого веса (в пересчете на кверце-
тин) (рис. 1е).

Следует отметить, что растения B. tripartita ха-
рактеризуются более высокими количествами
фенольных соединений, чем растения B. pilosa.
При этом растения B. tripartita, произрастающие в
условиях умеренно-континентального (Татар-
стан) и тропического (Бурунди) климата, имеют
практически одинаковое содержание фенольных
соединений.

Качественный состав фенольных соединений в
исследуемых лекарственных растениях. При изу-
чении профиля индивидуальных фенольных со-
единений методом ВЭЖХ в исследуемых расте-
ниях было установлено, что растения одного и того
же вида не всегда синтезируют одни и те же веще-

ства и в одинаковом количестве. Каждый вид рас-
тений имеет набор индивидуальных фенольных
соединений, которые играют свои специфиче-
ские роли в растении при адаптации и защите от
абиотических и биотических стрессоров.

Как видно из рис. 2а–2в, растения B. pilosa бо-
гаты разными индивидуальными фенольными
соединениями с преобладанием кемпферола в ре-
гионе Киримиро, кверцетина в регионе Мугамба
и Бурагане. Стоит отметить, что растения B. pilosa
в регионе Киримиро имеют самый разнообраз-
ный фенольный состав.

У B. tripartita качественный анализ показал
наибольшее разнообразие фенольных соедине-
ний в растениях из лесостепной зоны Спасского
района РТ, а также в растениях из региона Бура-
гане и Киримиро РБ (рис. 3а–3г). Было обнару-
жено преобладание синаповой кислоты в расте-
ниях из Спасского района и регионов Киримиро
и Бурагане.

Влияние эколого-географических условий на со-
держание биологически активных веществ в иссле-
дуемых ресурсно-полезных растениях. Для выявле-
ния решающих эколого-географических факторов,
влияющих на уровень изучаемых фенольных со-
единений в лекарственных растениях, был прове-
ден корреляционный анализ по Пирсону.

У растений B. pilosa была обнаружена высокая
корреляция между содержанием фенольных со-
единений и гео-климатическими факторами, а
также минеральными элементами почвы. Соглас-
но данным табл. 3, содержание азота в почвах и
средняя годовая температура отрицательно кор-
релировали с содержанием кверцетина в данных
растениях, в то время как высота над уровнем мо-
ря и количество осадков положительно. Содер-
жание ВФС и дубильных веществ в растениях
B. pilosa положительно коррелировало с содержа-
нием кальция и магния в почве (табл. 3).

У растений B. tripartita содержание кверцетина
положительно коррелировало со средней темпе-
ратурой, содержанием в почве кальция и магния,
высотой над уровнем моря и наблюдалась обрат-
ная корреляция с количеством осадков. Содержа-
ние дубильных веществ положительно коррели-
ровало с содержанием кальция и магния в почве,
а содержание ВРФ положительно коррелировало
с содержанием магния в почве и отрицательно с
содержанием фосфора (табл. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ
Факторы окружающей среды, такие, как высо-

та над уровнем моря, свет, температура, количе-
ство осадков, влажность и состав почвы влияют
на синтез и накопление фенольных соединений в
изучаемых растениях. Исследования разных ав-
торов [14] доказывают, что количество фенольных
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Рис. 3. ВЭЖХ хроматограммы водно-спиртового экстракта растений B. tripartita из разных мест произрастания: а – Спас-
ский район: 4 – синаповая кислота, 6 – хлорогенновая кислота, 7 – кофейная кислота, 10 – лютеолин; б – Высокогор-
ский район: 2– катехин, 4 – кофейная кислота, 6 – цинарозид; в – регион Бурагане: 2 – коричная кислота, 4 – синаповая
кислота, 5 – цис-5 кофеоилхиновая, 6 – кофейная кислота; г – регион Киримиро: 2 – кверцетин, 3 – синаповая кислота,
5– кофейная кислота, 7 – кумаровая кислота.
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Рис. 2. ВЭЖХ хроматограммы водно-спиртового экстракта растений B. pilosa из разных мест произрастания: а – ре-
гион Киримиро: 2 – галловая кислота, 4 – кверцетин, 5 – кемпферол, 7 – протокатехин, 10 – хлорогеновая кислота,
12 – цинарозид; б – регион Мугамба: 2 – галловая кислота, 4 – кверцетин, 5 – катехин, 8 – кофейная кислота; в – ре-
гион Бурагане: 3 – кверцетин, 4 – протокатехин, 5 – хлорогеновая кислота, 6 – лютеолин.
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соединений может значительно увеличиваться под
воздействием различных стрессовых факторов
окружающей среды. Они являются мощными ан-
тиоксидантами, поэтому эффективно обеспечи-
вают устойчивость растений к ряду биотических и
абиотических стрессоров [15]. Их повышение
сказывается на стрессоустойчивости растений.
Предыдущие исследования показали, что темпе-
ратурный стресс увеличивает синтез фенольных
соединений в растениях, но в разной степени, в
зависимости от вида растений. В целом холодо-
устойчивые растения, по-видимому, накаплива-
ют более высокие количества фенольных соеди-
нений при низкой температуре, а жароустойчи-
вые – при более высокой. Также известно, что
высота над уровнем моря играет важную роль в
образовании вторичных метаболитов, которые, в
конечном итоге, нейтрализуют свободные ради-
калы. Увеличение высоты над уровнем моря со-
здает определенный стресс для растения, в том
числе, за счет повышения УФ-излучения и пони-
жения температуры, которые ускоряют образова-
ние свободных радикалов [16].

Состав почвы – другой фактор, который мо-
жет влиять на содержание фенольных соедине-
ний. По данным литературы, при высоких кон-
центрациях калия (K+), магния (Mg2+) и фосфора
( ) повышается активность фермента фенил-
аланинаммонийлиазы, ответственной за синтез
полифенолов [17]. В других исследованиях сооб-
щалось о влиянии длительного и постоянного
азотного голодания на усиление синтеза углерод-
содержащих соединений, в т.ч. и накопление фе-

−3
4PO

нолов [18–20]. Наши результаты, подтверждают
влияние вышеперечисленных факторов на на-
копление фенольных соединений.

Действительно, регион Киримиро, который
отличался высоким содержанием ВРФ и дубиль-
ных веществ в растениях B. pilosa, а также всех ис-
следуемых групп фенольных соединений в расте-
ниях B. tripartita, характеризуется довольно кис-
лыми почвами, низким содержанием азота и
высоким содержанием кальция (Ca2+) и магния
(Mg2+). А регион Мугамба, в котором обнаружили
высокие значения флавоноидов в пересчете на
кверцетин в растениях B. pilosa, находится на са-
мой большой высоте над уровнем моря с низкими
среднесуточными температурами, что подтвер-
ждает защитную функцию кверцетина в условиях
стресса в качестве мощного антиоксиданта [21, 22].

В РТ в растениях В. tripartita Спасского района
обнаружено наибольшее содержание фенольных
соединений по сравнению с Высокогорским рай-
оном. Спасский район отличался от Высокогор-
ского района более низкими температурами и
слабощелочной почвой с высоким содержанием
азота и калия. Хотя некоторые научные исследо-
вания показывают, что содержание полифенолов
увеличивается в ответ на дефицит азота в расте-
ниях [24]. В работе [25] было показано, что содер-
жание флавоноидов и водорастворимых феноль-
ных соединений увеличивалось в листьях Brassica
oleracea var. sabellica при внесении N : P : K. Также
высокое содержание ФС в т.ч. флавоноидов, бы-
ло обнаружено у растений Eleutherine palmifolia,
обработанных N:K [26, 27]. Наблюдаемые проти-

Таблица 4. Значения коэффициента корреляции Пирсона между факторами окружающей среды и содержанием
фенольных соединений в растениях B. tripartita

Примечание: * – обозначены статистически значимая корреляция от (P < 0.05).

БАВ
Эколого – геологические факторы места произрастаний

температура осадки высота Mg2+ Ca2+ K+

ВФС 0.55 –0.56 –0.68 0.8* 0.73* –0.03 0.03 –0.78*
Кверцетин 0.85* –0.94* 0.99* 1* 0.98* 0.56 0.61 –0.27
Дубильные вещества 0.48 –0.63 –0.76* 0.87* 0.95* 0.08 0.14 –0.70

−
3NO −

4PO

Таблица 3. Значения коэффициента корреляции Пирсона между факторами окружающей среды и содержанием
фенольных соединений в растениях B. рilosa

Примечание: * – обозначены статистически значимая корреляция от (P < 0.05).

БАВ
Эколого – геологические факторы места произрастаний

температура осадки высота Mg2+ Ca2+ K+

ВФС 0.69* –0.70 –0.43 0.92* 0.99* –0.08 0.07 –0.67*
Кверцетин –0.95* 0.97* 0.99* –0.41 –0.66 0.82 –0.97* –0.12
Дубильные вещества 0.94* –0.58 –0.78* 0.99* 0.98* 0.55 0.61 –0.26

−
3NO −

4PO
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воречия влияния минеральных веществ на содер-
жания фенольных соединений в растениях, могут
быть связаны с наличием других факторов (по-
скольку в природной среде на растения оказыва-
ют влияние одновременно несколько факторов),
количеством и доступностью минеральных ве-
ществ и особенностями растений.

Стоит отметить, что растения B. pilosa и B. tri-
partita, произрастающие в условиях умеренно-
континентального (Татарстан) и тропического
(Бурунди) климата, слабо различаются по содер-
жанию фенольных соединений, что свидетель-
ствует о генетически обусловленной узкой ам-
плитуде изменчивости метаболизма этих видов.

В ходе изучения профиля индивидуальных фе-
нольных соединений методом ВЭЖХ наблюдали
наличие кемпферола и цинарозида только в рас-
тениях B. pilosa из Киримиро, кофейной кислоты
и катехина – только в растениях из Мугамбы, а
лютеолина – только в растениях из Бурагане.
Кверцетин присутствовал во всех образцах. Мож-
но полагать, что существует совокупность уни-
кальных факторов окружающей среды, которые
способствуют накоплению тех или иных феноль-
ных соединений.

Как и в случае с B. pilosa, растения B. tripartita
используют разные фенольные соединения (как
например, хлорогенновая кислота и лютеолин в
растениях из Спасского района, катехин и цина-
розид в растениях из Высокогорского района; ко-
ричная кислота и 5 цис-кофеолхиновая кислота в
растениях из Бурагане и кумаровая кислота в рас-
тениях из Киримро) для адаптации в разных ме-
стах обитания, что объясняет их широкое распро-
странение. Кроме того, во всех образцах B. tripartita
(кроме Высокогорского района) было обнаруже-
но преобладание синаповой кислоты. Синаповая
кислота является одной из наиболее распростра-
ненных гидроксикоричных кислот в растениях,
проявляющей мощный антиоксидантный эф-
фект. Антиоксидантная активность синаповой
кислоты сравнима с кофейной кислотой [28].

Таким образом, установлено, что растения
B. pilosa и B. tripartita из РБ и РТ, произрастающие
в совершенно разных условиях, имеют близкое
содержание биологически активных веществ. Ве-
роятно, сходные механизмы адаптации изучен-
ных видов обеспечивают их выживание в совер-
шенно разных условиях РТ и РБ.

Анализ условий произрастания растений в
разных регионах РБ выявил, что наиболее благо-
приятно для накопления фенольных соединений
у двух видов Bidens сочетание факторов внешней
среды региона Киримиро. Регионы Киримиро и
Бурагане находятся на одной высоте, количество
осадков там примерно одинаковое, но при этом в
регионе Кириморо немного ниже среднесуточ-
ные температуры, а почвы довольно кислые, с

низким содержанием азота. По крайне мере, на
содержание фенольных соединений мог оказать
существенно низкий уровень азота в почвах этого
региона (табл. 1).

Таким образом, почвенные условия (высокое
содержание магния, низкое содержание азота и
довольно кислые почвы) и относительно высокие
средние температуры (19°C), характерные для ре-
гиона Киримиро, способствуют накоплению
биологически активных веществ в растениях
B. pilosa и B. tripartita. Для растений в РТ, по-ви-
димому, кроме вышеперечисленных, важным
фактором является зональность (лесостепная зо-
на, Спасский район).

Работа выполнена за счет средств программы
стратегического академического лидерства Ка-
занского (Приволжского) федерального универ-
ситета (ПРИОРИТЕТ-2030).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая работа не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследования.
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Представлены результаты количественного исследования основного иридоида генциопикрозида,
фенольных соединений и флавоноидов в надземных побегах, корневищах, а также в корнях расте-
ний горечавки крестовидной (Gentiana cruciata L.), собранных на территории естественных фитоце-
нозов Алексеевского, Зеленодольского и Апастовского районов Республики Татарстан. Методом
спектрофотомерии проведена оценка содержания фенольных соединений и флавоноидов в расти-
тельном сырье. Показано, что максимальное количество фенольных соединений и флавоноидов в
надземных частях составляет 19.4 и 10.80 мг/г для Зеленодольского и Алексеевского районов, в кор-
невищах и корнях – 8.53 и 1.96 мг/г для Апастовского района. Методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии показано, что максимальное количество генциопикрозида содержится в
подземной части растений и составляет более 9%, тогда как для надземной части – около 6%. Таким
образом, растения горечавки крестовидной, произрастающие в фитосообществах разных районов,
отличались по содержанию биологически активных веществ, что, вероятно, обусловлено влиянием
комплекса эколого-ценотических условий местообитаний. Результаты фитохимического анализа
позволяют предложить Апастовский район Республики Татарстан как потенциальную площадку
для сбора и заготовки лекарственного растительного сырья с высоким содержанием ключевого ири-
доида генциопикрозида.

Ключевые слова: Gentiana cruciata, генциопикрозид, фенольные соединения, флавоноиды
DOI: 10.31857/S001533032360047X, EDN: ZFABOW

ВВЕДЕНИЕ
В традиционной и официальной медицине

экстракты корней горечавок применяются при
расстройствах пищеварения, сопровождаемых
ахилией и диспепсическими явлениями. Эти
фармакологические свойства горечавок прежде
всего определяются наличием горьких веществ,
возбуждающих аппетит и улучшающих усвоение
пищи. Растения рода Gentiana (сем. Gentianaceae)
богаты секоиридоидными гликозидами, или го-
речами, такими как логановая кислота, генцио-
пикрозид, сверциамарин, сверозид, амарогентин
и др., причем лекарственное растительное сырье
(ЛРС) горечавок относится к сырью, содержаще-
му преимущественно чистые горечи [1].

Доминирующим секоиридоидным гликози-
дом в надземной части, и особенно в корневищах
и корнях большинства видов горечавок, в частно-
сти, горечавки крестовидной (Gentiana cruciata L.)
является генциопикрозид (генциопикрин) [2, 3].
Он обладает широким спектром терапевтическо-
го действия: активностью в отношении желудоч-
но-кишечного тракта [4], антибактериальным,
фунгицидным [5, 6] и анальгетическим эффекта-
ми [7]. Содержание генциопикрозида, биологи-
чески активного вещества горечавок, считают
важным показателем при оценке качества лекар-
ственного сырья [8]. Согласно исследованиям, в
растениях рода Gentiana также идентифицирова-
ны ксантоны, флавоноиды и фенольные кислоты
[1]. Суммарное содержание полифенолов в над-
земной части G. cruciata колеблется от 3.31% у об-
разцов, собранных в горах Кавказа, до 5.94% ‒

Сокращения: ЛРС – лекарственное растительное сырье,
РТ – Республика Татарстан.

УДК 581.1
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произрастающих в горах Видлич (Сербия). Со-
держание генциопикрозида колеблется от 1.06 до
1.47% в надземной части и от 1.96 до 5.75% в кор-
нях [9, 10].

В связи с этим представляет интерес оценка
количественного содержания биологически ак-
тивных соединений в различных частях много-
летних растений горечавки крестовидной (G. cru-
ciata), произрастающих в естественных расти-
тельных сообществах Республики Татарстан (РТ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. Объектом исследования

являлись растения горечавки крестовидной (Gen-
tiana cruciata L.) средневозрастного генеративно-
го онтогенетического состояния, произрастаю-
щие на территории РТ и заготовленные ручным
способом (рис. 1). Сбор сырья производился в
фитоценозах Алексеевского (опушечное сообще-
ство, примыкающее к широколиственному лесу),
Зеленодольского (суходольный луг на склоне,
южная экспозиция) и Апастовского (остепнен-
ный луг на пологом склоне, примыкающий к ши-
роколиственному лесу) районов с соблюдением
общих правил сбора [11]. Надземные органы рас-
тений были собраны в период цветения, в июле
2019 г. Подземные вегетативные органы были со-
браны в сентябре 2019 г. после отмирания надзем-
ных побегов.

Сырье получали методом воздушно-теневой
сушки с активным вентилированием воздуха при
температуре 40–60°С, согласно требованиям для
сырья, содержащего монотерпеноидные горечи.

Спектрофотометрический метод. Для выделе-
ния фенольных соединений и секоиридоидных
гликозидов в полипропиленовые пробирки типа
Eppendorf с плотно заворачивающейся резьбовой
крышкой объемом 1.5 мл помещали 25 мг предва-
рительно растертого в ступке сухого материала.
Экстракцию проводили водно-спиртовым рас-
твором, как описано в ряде работ [12, 13], что поз-
воляло получать как секориоидные гликозиды,
так и фенольные соединения, которые также вы-
деляют с помощью спиртовых растворов [14]. До-
бавляли 1 мл 80% этанола, перемешивали с ис-
пользованием встряхивателя Вортекс ELMI V-3
(Elmi, Латвия) в течение 30 с и инкубировали на
водяной бане при температуре 80°С в течение
30 мин. Затем центрифугировали при 12000 g в те-
чение 10 мин на центрифуге MiniSpin (Eppendorf,
США) и отбирали супернатант. Экстракцию по-
вторяли дважды. Оба супернатанта объединяли и
полученный экстракт использовали для анализа.

Определение содержания растворимых фе-
нольных соединений проводили спектрофото-
метрически по методу Фолина–Чокальтеу в мо-
дификации Синглетона–Росси [15]. К 0.1 мл

спиртового экстракта добавляли 0.5 мл реактива
Фолина–Чокальтеу, через 3 мин приливали
0.4 мл водного раствора Na2CO3 (75 г/л). В кон-
трольные пробирки вместо экстракта вносили
0.1 мл 80% метанола. Пробирки с реакционной
смесью встряхивали и оставляли на 2 ч в темноте.
Измерение оптической плотности проводили в
микрокюветах при длине волны 765 нм, исполь-
зуя спектрофотометр Lambda 25 (Perkin Elmer,
США). Содержание фенольных соединений в
экстракте определяли с помощью калибровочной
кривой, построенной по галловой кислоте (CAS
149-91-7, ≥98% Merck). Для расчета содержания
внутриклеточных фенольных соединений в об-
разце использовали формулу: Ф = (СV)/m, где
Ф – общее содержание фенольных соединений,
мг-экв галловой кислоты/г сухого веса; С – кон-
центрация фенольных соединений, полученная
по калибровочной кривой, исходя из оптической
плотности образцов, мкг-экв галловой кисло-
ты/мл; V – объем полученного экстракта, мл; m –
масса навески, г.

Для определения суммарного содержания
флавоноидов к 150 мкл спиртового экстракта до-
бавляли 450 мкл 80% этанола и 30 мкл 5% раствора
AlCl3 в 2% спиртовом растворе уксусной кислоты.
Перемешивали и оставляли на 30 мин. Затем из-
меряли оптическую плотность при 417 нм, ис-
пользуя спектрофотометр Lambda 25 (Perkin El-
mer, США). Калибровочную кривую строили по
ряду концентраций (5, 10, 20, 40, 80 и 100 мкг/мл)
кверцетина (CAS 117-39-5, 99%, Merck).

Хроматографический анализ. Хроматографиче-
ский анализ проводили на хроматографической
системе высокого давления BioLogic DuoFlow™
(BioRad, США). Использовали оригинальную ко-
лонку Symmetry® C18, 100 Å, размер пор 5 мкм,
размеры колонки 3.9 × 150 мм (Waters, США). Де-
текцию пиков осуществляли посредством детек-
тора BioLogic QuadTec UV/Vis (BioRad, США)

Рис. 1. Внешний вид сырья горечавки крестовидной:
а – корневища и корни; б – надземная часть.

(a) (б)
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ХУСНЕТДИНОВА и др.

при длине волны 270 нм, соответствующей мак-
симуму оптической плотности генциопикрози-
да, согласно литературным данным [9]. Для раз-
деления использовали следующие растворы:
раствор А – 0.2% ортофосфорная кислота, рас-
твор Б – 80% ацетонитрил с 0.2% ортофосфор-
ной кислотой. Скорость потока составляла
0.6 мл/мин. Градиент раствора Б был установлен по
следующей схеме: 0–1 мин – 0%; 1–3 мин – 0–
25%; 3–5 мин – 25%; 5–10 мин – 25–75%; 10–
15 мин – 75%; 15–20 мин – 75–100%; 20–25 мин –
100%; 25–27 мин – 100–0%; 27–30 мин – 0%. На
колонку вносили по 50 мкл спиртового экстракта.
Хроматографирование проводили при комнат-
ной температуре (25 ± 2°С). Идентификацию пи-
ка генциопикрозида проводили, используя стан-
дартный образец раствора генциопикрозида
(CAS 20831-76-9, ≥98%, Sigma-Aldrich). Концен-
трацию генциопикрозида в спиртовом экстракте
определяли с помощью калибровочной кривой,
которую строили по ряду концентраций: 0.005,
0.025, 0.05, 0.075, 0.1 и 0.125 мг/мл.

Агрохимический анализ почвы. Определение
водородного показателя рН проводили по
ГОСТ 26423-85. Пробы почвы массой 30 г поме-
шали в коническую колбу. К пробам приливали
150 мл дистиллированной воды. Почву с водой
перемешивали в течение 3 мин с помощью ме-
шалки и оставляли на 5 мин для отстаивания.
Часть почвенной суспензии (15–20 мл) сливали в
химический стакан и использовали для измере-
ния pH.

Общий азот определяли по ГОСТ Р 58596-
2019. Навеску почвы 0.2 г помещали в пробирку и
приливали 2 мл 30% перекиси водорода. Через
2 мин приливали 3 мл концентрированной сер-
ной кислоты, содержащей селен. Содержимое
пробирки перемешивали и нагревали. Далее 1 мл
раствора, полученного при разложении почвы,
переносили в колбу и добавляли 45 мл рабочего
окрашивающего реактива, состоящего из дистил-
лированной воды, раствора гидроокиси натрия,
трилона Б и 2.5 мл рабочего раствора гипохлорита.
Колбу с раствором оставляли на 1 ч для образова-
ния устойчивой окраски. Оптическую плотность
окрашенного раствора измеряли на спектрофото-
метре при длине волны 655 нм.

Общий азот в почве (Nф) в процентах вычисля-
ли по формуле:

где а – количество азота в анализируемом объеме,
найденное по графику, мг; V1 – общий объем рас-
твора после разложения почвы, мл; V2 – объем
раствора, взятый для анализа, мл; m – масса сухой
почвы, г; 100 – коэффициент перевода в %;
1000 – коэффициент пересчета мг в г.

×= =
× ×

1  1
ф

2 2 

100    ,
    1000   10

aV aVN
V m V m

Определение подвижных соединений фосфора
проводили по методу Кирсанова (ГОСТ Р 54650-
2011) и Чирикова (ГОСТ 26204-91).

Метод Чирикова. Навеску почвы массой 4.0 г
помещали в колбу, приливали 100 мл раствора ук-
сусной кислоты. Почву с раствором перемешива-
ли в течение 1 ч и оставляли на 18–20 ч. Затем сус-
пензию фильтровали через бумажные фильтры.
Далее в колбы отбирали по 5 мл раствора сравне-
ния и вытяжек. К пробам прибавляли по 45 мл
раствора аскорбиновой кислоты. Фотометриро-
вание проводили при длине волны 710 нм.

Метод Кирсанова. Анализируемую пробу поч-
вы массой 10 г помещали в емкость, приливали
50 мл соляной кислоты, далее перемешивали на
мешалке в течение 1 мин и оставляли для отстаи-
вания на 15 мин. Для определения соединений
фосфора отбирали 2 мл градуировочного раство-
ра, фильтратов вытяжек по 6.5 мл и прибавляли
по 38 мл раствора аскорбиновой кислоты. Фото-
метрирование проводили при длине волны 710 нм.

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку результатов эксперимента осуществляли по
ОФС.1.1.0013.15 “Статистическая обработка ре-
зультатов химического эксперимента” [16]. Уста-
навливали показатели: среднее значение и стан-
дартное отклонение. Для статистического анализа
биохимических данных использовали одновыбо-
рочный критерий Стьюдента. Результаты теста
являлись статистически значимыми при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Количественный анализ сырья G. cruciata, за-

готовленного в фитоценозах трех районов РТ по-
казал, что надземные части содержат фенольные
соединения и флавоноиды в высоких концентра-
циях. Содержание фенольных соединений в кор-
невищах и корнях было в 2.5 раза меньше, чем в
надземной части, а флавоноидов ‒ в 9–10 раз
(табл. 1).

В пределах изучаемых районов содержание
фенольных соединений в подземных органах
G. cruciata статистически значимо различалось.
В надземных частях достоверные отличия по со-
держанию фенольных соединений были выявлены
между растениями, произрастающими в Зелено-
дольском и Алексеевском районах, а также в Зе-
ленодольском и Апастовском районах. Между
Алексеевским и Апастовским районами досто-
верных отличий не наблюдалось. Содержание
флавоноидов в надземных органах растений, про-
израстающих в Алексеевском районе статистиче-
ски значимо отличалось от других мест обитания,
тогда как между Зеленодольским и Апастовским
районами достоверных отличий не было выявле-
но. Достоверные различия по содержанию фла-
воноидов в корневищах и корнях у G. сruciata,
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произрастающих в Зеленодольском и Алексеев-
ском районах отсутствовали, в то время, как между
Зеленодольским и Апастовским, а также Алексе-
евским и Апастовским районами различия были
статистически значимы при Р < 0.05. В Зелено-
дольском районе в ЛРС G. cruciata содержалось в
1.6 раз меньше фенольных и флавоноидных со-
единений, чем у растений, произрастающих в
Апастовском районе.

Доминирующими компонентами в G. cruciata
являлись секоиридоидые горечи. Содержание
генциопикрозида в растительных образцах опре-
деляли методом ВЭЖХ. Идентификацию пика
генциопикрозида на хроматограммах экстрактов
образцов (рис. 3) проводили сопоставлением вре-
мени удерживания (Rt) компонентов экстракта
(табл. 2) по отношению к времени удерживания

стандартного образца генциопикрозида (рис. 2),
которое составило 12.22 мин.

По результатам ВЭЖХ-анализа было установ-
лено, что во всех районах, где производился сбор
ЛРС, содержание генциопикрозида в корневи-
щах и корнях в 1.4–2.0 раза превышало его содер-
жание в надземной части. Содержание генцио-
пикрозида в корневищах и корнях у растений, со-
бранных в Апастовском районе составило 9.05% и
было достоверно выше, по сравнению с его со-
держанием в образцах растений из Алексеевского
и Зеленодольского районов (табл. 2), что, вероят-
но, обусловлено эколого-ценотическими услови-
ями местообитания.

Кроме доминирующего пика генциопикрозида
на хроматограммах экстрактов корневищ и кор-
ней (рис. 3) присутствовало еще три пика (пик

Таблица 1. Содержание суммы фенольных соединений и флавоноидов в растениях Gentiana сruciata, произрас-
тающих на территории Республики Татарстан

Примечание. Разные надстрочные символы обозначают статистически значимые изменения величины исследуемого пока-
зателя при P ≤ 0.05.

Сырье Район сбора
Содержание, мг/г сухого веса

фенольные соединения флавоноиды

Надземные части

Алексеевский 18.3 ± 0.22а 10.80 ± 0.15c

Зеленодольский 19.4± 0.28с 9.73 ± 0.16а

Апастовский 18.4 ± 0.32а 9.05 ± 0.18а

Корневища и корни

Алексеевский 7.18 ± 0.67d 1.32 ± 0.08b

Зеленодольский 5.31 ± 0.43e 1.06 ± 0.06b

Апастовский 8.53 ± 0.33f 1.96 ± 0.1d

Рис. 2. ВЭЖХ-хроматограмма стандартного образца генциопикрозида.

0.10

0.09

0.08

0.07

0.06

0.04

0.02

0.05

0.03

0.01

0 2 4 8 14 206 12 18 2410 16 22 26 28 30

П
ог

ло
щ

ен
ие

, о
пт

. е
д

Время удерживания, мин



778

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

ХУСНЕТДИНОВА и др.

Рис. 3. ВЭЖХ-хроматограмма водно-спиртового экстракта корневищ и корней (а) и надземных частей (б) горечавки
крестовидной, собранных в Алексеевском (АлР), Зеленодольском (ЗР) и Апастовском (АпР) районах Республики Та-
тарстан. 1 – логановая кислота, 2 – сверциамарин, 3 – генциопикрозид, 4 – сверозид.
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Таблица 2. Время удержания и содержание генциопикрозида в образцах растений Gentiana cruciata, произраста-
ющих на территории Республики Татарстан

Примечание. Разные надстрочные символы обозначают статистически значимые изменения величины исследуемого пока-
зателя при P ≤ 0.05.

Сырье Район сбора Rt, мин Содержание генциопикрозида, %

Надземные части

Алексеевский 12.21 4.83 ± 0.12в

Зеленодольский 12.22 6.49 ± 0.15а

Апастовский 12.20 6.43 ± 0.21а

Корневища и корни

Алексеевский 12.21 8.39 ± 0.18с

Зеленодольский 12.20 7.42 ± 0.22d

Апастовский 12.22 9.05 ± 0.28e
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№ 1, 2, 4), которые предположительно могут яв-
ляться логановая кислотой, сверциамарином и
сверозидом соответственно.

На хроматограммах экстрактов надземной ча-
сти присутствие пиков 2 и 4 не выявлено, однако
интенсивность пика № 1 была в 2.0–2.5 раза вы-
ше, по сравнению с экстрактами, полученными
из корневищ и корней.

При сопоставлении полученных данных о со-
держании фенольных соединений и генциопикро-
зида в корневищах и корнях со степенью плодоро-
дия почв (табл. 3) отмечено, что высокое содержа-
ние подвижного фосфора и низкое содержание
общего азота положительно влияет на накопле-
ние этих веществ.

ОБСУЖДЕНИЕ

Для нашей страны, особенно в рамках полити-
ки импортозамещения, актуальным является во-
прос поиска альтернативного источника ЛРС
горечавки желтой, природные запасы которой
на территории России отсутствуют, а культура
достаточно трудоемка. Фармакопеями многих
стран допускается использование других видов
обширного рода Gentiana, ареал произрастания
которых охватывает, в том числе и территорию
РТ [17]. Результаты фитохимических исследова-
ний показали, что в надземных и подземных ор-
ганах G. cruciata, произрастающей на террито-
рии РТ, содержатся соединения терпеноидной
природы, фенольные соединения, а также алка-
лоиды [1]. Согласно литературным источникам,
надземная часть G. cruciata содержит также секо-
иридоиды и фенольные соединения в высоких
концентрациях [18]. В подземных органах содер-
жание фенольных соединений меньше, но отме-
чается более высокая концентрация секоиридо-
идов (2.22%), чем в надземной части (2.04%) [9].
В нашей работе также показано, что у G. сruciata,
произрастающей в разных районах РТ, содержа-
ние фенольных соединений, в том числе флаво-
ноидов, значительно выше в надземных органах
(18.3–19.4 мг/г сухого веса) по сравнению с кор-
невищами и корнями (5.31–8.53 мг/г сухого веса),
что, по-видимому, обусловлено повышенной ак-
тивностью биосинтеза и накопления полифено-
лов в надземной части. Известно, что повышение
накопления полифенолов может быть индуциро-
вано либо стрессовыми воздействиями, когда фе-

нольные соединения выполняют защитную роль,
либо, наоборот, достижением оптимальных при-
родных факторов и условий для их биосинтеза.
Значимым фактором, оказывающим влияние на
уровень содержания биологически активных ве-
ществ, является освещенность. Растения горечавки
крестовидной в Зеленодольском районе произ-
растали на суходольном лугу на склоне, южной
экспозиции с высоким уровнем солнечной ради-
ации в окружении сегетально-рудеральных ви-
дов. При рассмотрении влияния освещенности
на содержание фенольных соединений в надзем-
ной части можно обнаружить закономерность: в
растениях более освещенных местообитаний (лу-
говой ценоз) содержание суммы фенольных со-
единений выше, чем в растениях, произрастаю-
щих в затененных условиях под пологом леса, что
подтверждает более ранние данные [19].

ВЭЖХ-анализ выявил, что максимальное ко-
личество генциопикрозида характерно для кор-
невищ и корней G. сruciate, собранных в фитоце-
нозе остепненного луга Апастовского района РТ,
и составляет более 9%. Наблюдаемое повышен-
ное количество генциопикрозида в экстрактах
подземных органов растений по сравнению с
надземной частью, вероятно, указывает на разли-
чия в качественном составе накапливаемых со-
единений, что отмечалось и другими авторами
[9]. По данным литературы в ЛРС горечавок наи-
более высокое содержание генциопикрозида, то-
гда как амарогентина, сверциамарина и сверозида
значительно меньше [20]. Доминирующим секо-
иридоидным гликозидом как в надземной, так и
подземной части является генциопикрозид, что
выявлено в ходе многочисленных исследований
[9, 21, 22]. Наибольшее содержание генциопик-
розида отмечено в корнях [3], где локализуются
также его гликозилированные формы: генцио-
пикрозид-6'-О-глюкозид и генциопикрозид-ди-
О-гексозид [10].

В ряде работ было показано, что в горечавке
крестовидной содержатся логановая кислота [1,
3] и ее производные, такие как логанин (сложный
метиловый эфир логановой кислоты) и разные
гликозиды логановой кислоты [10]. Известно, что
сверциамарин является предшественником ген-
тиопикрозида по пути биосинтеза, который про-
ходит в надземной части, с дальнейшим переме-
щением горечей в корни [10, 23, 24].

Таблица 3. Агрохимические показатели почв районов республики Татарстан

Показатели Алексеевский район Зеленодольский район Апастовский район

рН 5.5 ± 0.15 5.8 ± 0.06 6.0 ± 0.15
Подвижный фосфор, мг/кг 80 ± 5.0 80.6 ± 6.1 177 ± 4.0
Общий азот, мг/кг 35.85 ± 2.7 31.10 ± 3.6 11.9 ± 3.08
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Из литературных данных известно, что ряд
факторов окружающей среды (географическое
положение, климат и почва) оказывают ком-
плексное влияние на содержание генциопикро-
зида в корневой части растений рода Gentiana
[22]. Выявленное нами наибольшее содержание
гентиопикрозида в корневищах и корнях горе-
чавки крестовидной в Апастовском районе, по
сравнению с остальными местами сбора, вероят-
но определяется двумя факторами – почвенным
фактором ‒ соотношением содержания общего
азота и подвижного фосфора, которое характерно
для почвы этого района, и освещенностью, так
как образцы собранных растений произрастали
на склоне остепененного луга, примыкающего к
широколиственному лесу.

Таким образом, высокое содержание основно-
го биологически активного вещества – генцио-
пикразида, позволяет рассматривать Апастов-
ский район РТ в качестве перспективной терри-
тории для сбора и заготовки лекарственного
растительного сырья G. сruciate.

Работа выполнена за счет средств Программы
стратегического академического лидерства Ка-
занского (Приволжского) федерального универ-
ситета (ПРИОРИТЕТ-2030) и при частичной фи-
нансовой поддержке Государственного задания
Казанского института биохимии и биофизики Фе-
дерального исследовательского центра “Казан-
ский научный центр Российской академии наук”
(№ госрегистрации 122011800137).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов. Авторы заявляют об отсутствии
конфликта интересов.
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Впервые проведен комплексный анализ полифенольных соединений в экстрактах ягод жимолости
камчатской (Lonicera caerulea var. kamtschatica Sevast.). В работе использовали 5 образцов дикой жи-
молости и один сортообразец Елена из коллекции Камчатского научно-исследовательского инсти-
тута сельского хозяйства. Для идентификации целевых аналитов в экстрактах применяли тандемную
масс-спектрометрию высокого разрешения. Идентифицировано 58 полифенольных соединений, со-
ответствующих семейству Caprifoliaceae. К идентифицированным аналитам некоторые соединения
были определены впервые: флавоны ‒ гидроксигенистеин, диосметин О-гексозид, хризоэриол-О-ди-
глюкозид; флаванолы ‒ гербацетин, мирицетин, астрагаллин, таксифолин-О-гексозид, рамноцитрин;
флаван-3-олы ‒ эпиафзелехин, эпикатехин-О-гексозид, димер эпигаллокатехин-эпикатехина; фе-
нольные кислоты ‒ гидроксиферуловая кислота, гидроксиметокси диметилбензойная кислота, не-
охлорогеновая кислота, эллаговая кислота; стильбены ‒ пиносильвин, ресвератрол и многие другие
полифенолы. Наиболее богатым по содержанию полифенольных соединений был сортообразец ди-
кой формы № 5 – 23 полифенольных соединения, далее следует сортообразец Елена – 21 полифе-
нольное соединение.

Ключевые слова: Lonicera caerulea, Caprifoliaceae, жимолость камчатская, ВЭЖХ–MС/MС, феноль-
ные соединения
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ВВЕДЕНИЕ
Жимолость камчатская (Lonicera caerulea var.

kamtschatica Sevast.) – подвид голубых жимоло-
стей, широко распространенный на Камчатке.
В центральной и южной частях полуострова она
произрастает большими массивами по несколько
десятков гектаров. Основным местообитанием
данного подвида являются лиственничные и бе-
резовые леса, разнотравные луга, заросли кустар-
ников, каменистые осыпи, шикшевники, болота,
кустарничковые тундры. Наилучшие условия для
произрастания жимолости создаются в производ-
ных типах леса, измененных в результате деятель-

ности человека – на вырубках, а также старых
лесных гарях. В субальпийском поясе жимолость
поднимается до высоты 980 м над уровнем моря
[1, 2].

Плоды жимолости камчатской широко ис-
пользуются местным населением в свежем и пе-
реработанном виде. Несмотря на повсеместное
произрастание жимолости на Камчатке в приро-
де, данная культура с каждым годом получает все
большее распространение в камчатском садовод-
стве. К наиболее ценным характеристикам жимо-
лости относятся ее раннеспелость, что особенно
важно для питания населения северных регионов
в период витаминного дефицита после длитель-
ной зимы, а также высокие питательные и лечеб-
но-профилактические свойства [3, 4].

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330323600791 для авторизованных поль-
зователей.

УДК 581.1:66.061.34

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Согласно результатам последних исследова-
ний, класс витаминов в плодах жимолости вклю-
чает в себя аскорбиновую кислоту (в среднем до
44.4 мг %), каротин (провитамин А), тиамин, ри-
бофлавин, фолиевую кислоту и Р-активные по-
лифенолы (витамин Р). Присутствующие в плодах
витамины С и Р усиливают действие друг друга, так
как обладают синергизмом. К биологически ак-
тивным полифенолам, содержащимся в плодах
жимолости, относятся свободные катехины, ан-
тоцианы, рутин, хлорогеновая кислота. Доля рас-
творимых сухих веществ в плодах составляет
12.8%. Высокая дегустационная оценка плодов
жимолости и наличие сбалансированного гармо-
ничного вкуса обусловлены высоким содержани-
ем сахаров (8.5%) при сравнительно низкой кис-
лотности (1.9–25%), а приятный аромат – нали-
чием сложных эфиров лимонной и яблочной
кислот. В свежих плодах жимолости определяются
также диетические продукты – сорбит и инозит.
В числе аминокислот присутствуют аспарагино-
вая, глютаминовая, аланиновая и лейцетиновая
кислоты. В плодах жимолости содержатся такие
макроэлементы, как калий, фосфор, кальций, на-
трий, магний, железо, кремний, и микроэлемен-
ты – медь, цинк, стронций, барий и йод [5, 6].

Пищевая ценность и лекарственные свойства
жимолости камчатской позволяют широко ис-
пользовать ее как функциональный природный
растительный ресурс. Современные способы
промышленной переработки дают возможность
получать из ягод жимолости различные продук-
ты, отличающиеся оригинальным вкусом и аро-
матом, а также насыщенным ярким цветом [7].

В качестве донора десертного кисло-сладкого
вкуса, приятного аромата, крупноплодности, вы-
сокой зимостойкости и хорошей транспортабель-
ности ягод жимолость камчатская широко ис-
пользуется в селекционных программах в различ-
ных регионах страны. [8]. Сорта, созданные на
основе отборных форм жимолости камчатской,
впервые были зарегистрированы в 1980 г. На
Камчатке первый селекционный питомник на
основе генетического материала дикорастущей
жимолости был заложен в 1987 г. на базе Камчат-
ского научно-исследовательского института сель-
ского хозяйства, расположенного в п. Сосновка
(Елизовский район). Почвенно-климатические
условия данного района являются наиболее бла-
гоприятными для возделывания ягодных культур
и в том числе жимолости.

В результате многолетней работы изучено око-
ло 4000 сеянцев из различных мест произраста-
ния на территории края. В элиту выделены пер-
спективные селекционно-значимые формы ран-
него и среднераннего сроков созревания, с
высокой зимостойкостью, обладающие привле-
кательными неосыпающимися плодами десерт-

ного и кисло-сладкого вкуса с массой от 1.0 до 1.2 г,
с содержанием аскорбиновой кислоты от 50.8 до
56.9 мг %, сухого вещества от 15.2 до 15.6%, саха-
ров от 7.8 до 10.5%, кислоты от 1.8 до 2.5%. Мето-
дом аналитической селекции созданы сорта Со-
перница-Горянка – сеянец жимолости алтайской
от свободного опыления, Сластена, Атлант,
Мильковчанка, Даринка, Елена – сеянцы жимо-
лости камчатской от свободного опыления.

Исходным материалом для селекции послужили
ягоды жимолости, отобранные в местах есте-
ственного произрастания культуры, расположенных
в Юго-Восточной и Центральной зонах Камчат-
ки: окрестности г. Петропавловск-Камчатский,
г. Елизово, п. Сосновка, с. Раздольное, с. Миль-
ково и др. Административно данные пункты от-
носятся к Елизовскому, Мильковскому, Быст-
ринскому и Усть-Камчатскому районам края. На
сегодняшний день селекционный материал пла-
номерно обновляется, закладываются новые пи-
томники, в изучении находится более 500 сеянцев
дикорастущих форм посадки 2018–2022 гг.
В июле–августе 2023 г. с целью сбора генетиче-
ского материала была предпринята обширная
экспедиция, в результате которой обследованы
новые локалитеты во всех основных районах про-
израстания подвида и отобрана 51 форма жимо-
лости камчатской для закладки новых селекцион-
ных питомников.

Целью данной работы является анализ содер-
жания фенольных соединений в ягодах жимоло-
сти камчатской пяти дикорастущих образцов и
сорта Елена, зарегистрированного в коллекции
Камчатского научно-исследовательского инсти-
тута сельского хозяйства. Начальный метаболом-
ный анализ показал наличие 58 соединений по-
лифенольной группы, обнаруженных в экстрак-
тах представленных видов жимолости.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования. В качестве объекта ис-
следований использовались шесть сортообразцов
жимолости камчатской (Lonicera caerulea var.
kamtschatica Sevast.). Экстракты сортообразцов
ягод, использованных в эксперименте: № 1–5 ‒
дикие формы жимолости (табл. 1); сорт Елена, за-
регистрирован в коллекции Камчатского научно-
исследовательского института сельского хозяй-
ства. Все образцы собраны в июле 2023 г. и храни-
лись в морозильной камере при температуре
‒15°С не более недели до начала экспериментов.
Все образцы соответствовали морфологическим
стандартам Фармакопеи Евразийского экономи-
ческого союза [9].

Дробная мацерация. Для получения высоко-
концентрированных экстрактов была применена
дробная мацерация. Для мацерационного анали-
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за было отобрано по 50 г ягод каждого сортооб-
разца (сорт Елена и пять форм дикорастущей жи-
молости), при этом общее количество экстраген-
та (этилового спирта) разделено на 3 части и
последовательно настояно на ягодах. Время на-
стаивания каждой части экстрагента составляло
7 дней.

Высокоэффективная жидкостная хроматогра-
фия. Для разделения многокомпонентных смесей
использовался жидкостный хроматограф высо-
кого давления Shimadzu LC-20 Prominence HPLC
(Shimadzu, Япония), оборудованный UV-детек-
тором и обратнофазной колонкой Shodex ODP-40
4E (250 × 4.6, размер частиц 4 мкм). Элюировали в
градиенте от воды к ацетонитрилу (А, %): 0–4 мин –
0% А; 4-60 мин – 25% А; 60–75 мин – 100% А; 75–
120 мин – 100% А, скорость потока 0.5 мл/мин.
ВЭЖХ-анализ проведен при помощи UV-VIS-де-
тектора SPD-20A (Kanda-Nishikicho 1-chrome,
Shimadzu, Chiyoda-ku, Tokio, Япония) при длинах
волн 230 и 330 ηм, температура 50°С. Объем за-
грузочной петли составлял 200 мкл.

Тандемная масс-спектрометрия. Жидкостный
хроматограф высокого давления при прохожде-
нии экспериментов был сопряжен с ионной ло-
вушкой amaZon SL в онлайн-режиме. Масс-спек-
трометрические данные получены с помощью
ионной ловушки amaZon SL (Bruker Daltoniks,
Германия), оснащенной источником ионизации
электрораспылением ESI в режимах отрицатель-
ных и положительных ионов. Оптимизирован-
ные параметры получены следующим образом:
температура источника ионизации ‒ 70°С, поток
газа ‒ 8 л/мин, газ-небулайзер (распылитель) ‒
7.3 psi, капиллярное напряжение ‒ 4500 В, напря-
жение на изгибе торцевой пластины ‒ 1500 В,

фрагментатор ‒ 280 В, энергия столкновения ‒
60 eV. Масс-спектрометр использовался в диапа-
зоне сканирования m/z 100 – 1.700 для MС и
МС/МС. Произведена фрагментация 4 порядка.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Уточнение метаболомного состава раститель-
ных матриц – чрезвычайно важный результат в си-
стеме биохимического анализа. В данной работе
был использован метод ВЭЖХ-MС/MС (ВЭЖХ,
сопряженный онлайн с МС источником элек-
трораспыления) и анализом фрагментирован-
ных ионов. Масс-спектрометрические данные ре-
гистрировались на ионной ловушке AMAZON SL
Bruker Daltoniks, оснащенной источником ESI в
режиме отрицательных/положительных ионов.
Использовалось 4-ступенчатое фрагментирова-
ние ионов.

Идентификация химических компонентов
проводилась путем сравнения их индекса удер-
живания, масс-спектров и фрагментации МС с
базой данных домашней библиотеки, созданной
Группой биотехнологий, биоинженерии и пище-
вых систем “Передовые инженерные школы”
Дальневосточного федерального университета
(Россия) на основе данных других спектроскопи-
ческих методов, таких как ядерный магнитный
резонанс, ультрафиолетовая спектроскопия и
МС, а также сравнения полученных эксперимен-
тальных данных с известными научными резуль-
татами, опубликованными в открытой научной
литературе, которые постоянно обновляются и
пересматриваются. Для простоты идентифика-
ции составлена унифицированная системная таб-
лица молекулярных масс целевых аналитов, вы-

Таблица 1. Места сбора диких форм жимолости камчатской (Lonicera caerulea var. kamtschaticka)

№ образца Местонахождение Географические 
координаты

1 Полуостров Камчатка, район Быстринский, подножие горы Оленгендэ 541 м над ур. м.;
55°9′15.848″ N
158°71′68.477″ E

2 Полуостров Камчатка, район Елизовский, окрестности п. Вулканный 11 м над ур. м.;
53°6′49.618″ N
158°23′10.430″ E

3 Там же 21 м над ур. м.;
53°6′50.848″ N
158°23′2.915″ E

4 Там же 19 м над ур. м.;
53°6′50.910″ N
158°23′2.722″ E

5 Там же 16 м над ур. м.;
53°6′49.974″ N
158°23′10.331″ E
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деленных из экстрактов плодов L. caerulea var.
kamtschatica (табл. 1, Дополнительные материалы).
58 полифенольных соединений, представленных
в ней, охватывают практически все классы поли-
фенольных соединений: флавоны, флаванолы,
флаван-3-олы, гидроксибензойные и гидрокси-
коричные кислоты, стильбены, танины, кумари-
ны, лигнаны и т.д.

Несколько соединений было обнаружено
впервые в ягодах данного вида жимолости. Это
флавоны: гидроксигенистеин, диосметин-О-гек-
созид, хризоэриол-О-диглюкозид; флаванолы:
гербацетин, мирицетин, астрагаллин, таксифо-
лин-О-гексозид, рамноцитрин; флаван-3-олы:
эпиафзелехин, эпикатехин-О-гексозид, эпигал-
локатехин-эпикатехин димер; фенольные кисло-
ты: гидроксиферуловая кислота, гидроксиметок-
сидиметилбензойная кислота, неохлорогеновая
кислота, эллаговая кислота; стильбены пино-
сильвин, ресвератрол и многие другие полифенолы.
На рис. 1 и 2 представлены масс-спектры иденти-
фицированных полифенольных химических со-
единений, полученные в результате эксперимен-
тов. Масс-спектр флавонола мирицетина из экс-
тракта L. caerulea var. kamtschatica (дикая форма № 3)
представлен на рис. 2. [M + H]+ ион продуцирует
два фрагментарных иона с m/z 219.13 и m/z 273.09
(рис. 1). Далее дочерний ион с m/z 219.13 проду-
цирует ион с m/z 191.12. Это соединение в науч-
ной литературе по масс-спектрометрии иденти-
фицировано как флавонол мирицетин в следую-
щих растительных матрицах: андская голубика
[15], клюква крупноплодная (Vaccinium macrocar-
pon) [19] и ферокактус голубеющий (Ferocactus
glaucescens) [11].

Масс-спектр лигнана сирингарезинола из экс-
тракта L. caerulea var. kamtschatica (сорт Елена) пред-

ставлен на рис. 2. [M + H]+ ион продуцирует три
фрагментарных иона при m/z 326.09, m/z 383.24, и
m/z 153.17. Фрагментарный ион при m/z 326.09
порождает один дочерний ион при m/z 298.08.
Данный фрагментарный ион продуцирует в
свою очередь два дочерних иона при m/z 253.24 и
m/z 127.14. Это соединение идентифицировано в
научной литературе как лигнан сирингарезинол в
экстрактах магнолии [40].

На рис. 3 представлена диаграмма Венна, ярко
показывающая совпадения и расхождения по по-
лифенольному составу 5 диких форм L. caerulea
var. kamtschatica и сорта Елена. В табл. 2 показаны
различия и совпадения по полифенольному со-
ставу в анализируемых экстрактах 5 диких форм
жимолости и сорта Елена. Анализ данных пока-
зывает, что все 6 образцов показали абсолютное
совпадение по следующим полифенольным со-
единениям: Kaempferol и Luteolin-7-O-glucoside.
Наиболее богатым по содержанию полифеноль-
ных соединений показал себя сортообразец ди-
кой формы № 5 – 23 соединения, далее следует
сортообразец Елена – 21 соединение, и в порядке
убывания: дикая форма № 1 – 19 соединений, ди-
кая форма № 3 – 13 соединений, дикая форма
№ 4 – 12 соединений, дикая форма № 2 – 11 со-
единений. Наибольшее несовпадение по полифе-
нольному составу с остальными представленны-
ми в эксперименте образцами показали сортооб-
разец Елена - 13 соединений и дикая форма № 5 –
9 соединений.

Таким образом, результаты эксперимента по-
казали, что ягоды жимолости камчатской содер-
жат большое количество полифенольных соеди-
нений и других биологически активных субстан-
ций. В данной работе нами впервые проведено
метаболомное исследование образцов жимолости

Рис. 1. Масс-спектры мирицетина из экстракта ягод жимолости камчатской (Lonicera caerulea var. kamtschatica), дикая
форма № 3. Вверху ‒ МС-скан в диапазоне 100–1700 m/z, внизу ‒ спектры фрагментации (сверху вниз): МС2 прото-
нированного иона мирицетина (319.19 m/z, красный ромб), МС3 фрагмента 319.19 → 219.13 m/z и МС4 фрагмента
319.19 → 219.13 → 191.12 m/z.

173.20
2+

449.18
1+

582.44
2+

801.06
2+

1137.52 1287.80

319.19
1+53. Lonicera wild form 3 berries_-1_01_777.d: +MS, 11.8 min #436

273.09
1+

219.13
1+53. Lonicera wild form 3 berries_-1_01_777.d: +MS2(319.19), 11.8 min #438

191.12
1+53. Lonicera wild form 3 berries_-1_01_777.d: +MS3(319.19 → 219.13), 11.9 min #441

173.03
4+53. Lonicera wild form 3 berries_-1_01_777.d: +MS4(319.19 → 219.13 → 191.12), 12.0 min #444

0
1

×105

×104

Intens.

0
2
4

0
2000
4000

0
500

1000

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 m/z



786

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

РАЗГОНОВА и др.

L. caerulea var. kamtschatica, полученной как из ди-
ких образцов зон произрастания данного расте-
ния, так и из окультуренного сортообразца Елена.
Результаты исследований показали присутствие
58 соединений полифенольного класса, соответ-
ствующих семейству Caprifoliaceae. В добавление
к обнаруженным целевым соединениям некото-
рые соединения были идентифицированы впервые

в данных сортообразцах жимолости, в их числе,
флавоны: гидроксигенистеин, диосметин-О-гек-
созид, хризоэриол-О-диглюкозид; флаванолы:
гербацетин, мирицетин, астрагаллин, таксифо-
лин-О-гексозид, рамноцитрин; флаван-3-олы:
эпиафзелехин, эпикатехин-О-гексозид, димер эпи-
галлокатехин-эпикатехина; фенольные кислоты:
гидроксиферуловая кислота, неохлорогеновая

Рис. 2. Масс-спектры сирингарезинола из экстракта ягод жимолости камчатской (Lonicera caerulea var. kamtschatica),
сортообразец Елена. Вверху ‒ МС-скан в диапазоне 100–1700 m/z, внизу ‒ спектры фрагментации (сверху вниз): МС2
протонированного иона сирингарезинола (419.15 m/z, красный ромб), МС3 фрагмента 419.15 → 326.109 m/z и МС4
фрагмента 419.15 → 326.09 → 298.08 m/z.
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Рис. 3. Диаграмма Венна, показывающая расхождения по полифенольному составу ягод разных форм жимолости кам-
чатской (Lonicera caerulea var. kamtschatica).
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кислота, эллаговая кислота; стильбены пиносиль-
вин, ресвератрол и многие другие полифенолы.
Наиболее богатым по содержанию полифеноль-
ных соединений был сортообразец дикой формы
№ 5 – 23 полифенольных соединения, далее сле-
дует сортообразец Елена – 21 полифенольное со-
единение. Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что для дальнейшей селекции могут
быт крайне интересны как дикие формы L. caeru-
lea var. kamtschatica, так и уже окультуренные об-
разцы. Необходимо дальнейшее более подробное
изучение состава L. caerulea var. kamtschatica как
по полифенольным группам, так и по соединени-

ям других химических классов. Полученные дан-
ные могут поддержать будущие исследования по
производству различных фармацевтических и ди-
етических добавок, содержащих экстракты
L. caerulea. Широкий спектр биологически ак-
тивных соединений дает большие возможности
для создания новых пищевых и биологически ак-
тивных добавок на основе экстрактов из семей-
ства Caprifoliaceae.

Исследование выполнено в Федеральном го-
сударственном бюджетном научном учреждение
“Федеральный исследовательский центр Всерос-
сийский институт генетических ресурсов расте-

Таблица 2. Распределение полифенольного состава в экстрактах ягод сортообразца Елена и диких форм (№ 1–5)
жимолости камчатской (Lonicera caerulea var. kamtschatica)

Сортообразцы
Количество 
совпавших 
соединений

Совпадения по химическим соединениям

Дикая форма 1, 2, 3, 4, 5, сорт Елена 2 Kaempferol; Luteolin 7-O-glucoside
Дикая форма 1, 2, 3, 5, сорт Елена 1 Ellagic acid
Дикая форма 1, 2, 4, 5, сорт Елена 1 Peonidin-3-O-glucoside
Дикая форма 1, 4, 5, сорт Елена 1 Kaempferol 3-O-rutinoside
Дикая форма 3, 4, 5, сорт Елена 1 (Epi)-catechin
Дикая форма 1, 2, 3, 4 1 Herbacetin
Дикая форма 1, 3, 4 1 (Epi)-afzelechin derivative
Дикая форма 2, 3, 4 1 Kaempferol-3-O-hexoside
Дикая форма 3, 4, 5 1 Myricetin
Дикая форма 5, сорт Елена 2 Hydroxyferulic acid; Quercetin
Дикая форма 1, 3 1 3,4-Dihydroxyhydrocinnamic acid
Дикая форма 1, 5 5 Kaempferol derivative; Delphinidin 3-O-β-D-sambubioside; 

Caffeoylquinic acid derivative; Proanthocyanidin B1; Taxifo-
lin-3-O-hexoside

Дикая форма 2, 3 1 (Epi)-catechin derivative
Сорт Елена 13 Rutin; Phloretin; Syringaresinol; Hydroxy methoxy dimethyl-

benzoic acid; Rhamnocitrin; Chlorogenic acid; Pinosylvin; 
Diosmetin O-hexoside; Kaempferol-3,7-Di-O-glucoside; Del-
phinidin; p-Coumaroylquinic acid; Dihydroxy-tetrame-
thoxy(iso)flavone; 2'-Hydroxygenistein

Дикая форма 1 6 Delphinidin 3-acetylglucoside; Chrysoeriol O-diglucoside; 
Epiafzelechin; 4-Methylesculetin; Resveratrol; Fraxetin

Дикая форма 2 3 Catechin; Astragalin; Quercetin pentosyl hexoside hexoside
Дикая форма 3 3 Protocatechuic acid; (Epi)-catechin derivative2; Petunidin
Дикая форма 4 3 Proanthocyanidin B-type; Cyanidin-3-O-rutinoside;

Di-O-galloyl-HHDP-glucose
Дикая форма 5 9 (Epi) gallocatechin-(epi) catechin dimer;

Isorhamnetin 3-O-6"-O-rhamnosyl-hexoside; 2,3,4,5,6-penta-
hydroxybenzoic acid; (epi)Catechin O-hexoside; Quercetin 
deoxyhexosyl deoxyhexosyl hexoside; Ferulic acid-O-hexoside 
derivative; Dicaffeoyl shiikimic acid; Neochlorogenic acid; 
Feruloyl-O-p-coumaroyl-O-caffeoylshikimic acid
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Фенольные соединения у растений рода Nigella представлены различными группами флавоноидов,
галлокатехинами, производными коричной и кофейной кислот. Определяли содержание флавоно-
идных гликозидов в листьях чернушки дамасской (Nigella damascena L.), чернушки посевной (N. sa-
tiva L.) и чернушки восточной (N. orientalis L.) методом ВЭЖХ-МС. Установлена видоспецифиче-
ская зависимость накопления флавоноидных гликозидов. Показано, что основными флавоноида-
ми в листьях исследованных объектах являлись гликозиды кверцетина и кемпферола, при этом
гликозидов кверцетина в изучаемых экстрактах было в 1.40–1.97 раза больше, чем кемпферола. Ли-
стья N. sativa имели повышенный состав флавоноидных гликозидов по отношению к другим изуча-
емым видам. Качественный состав флавоноидных гликозидов N. damascene был подобен N. sativa,
тогда как по общему содержанию этой группы соединений он близок к N. orientalis. Суммарное ко-
личество флавоноидных гликозидов в экстрактах листьев N. sativa было в 4 раза выше, чем в экс-
трактах других видов чернушки. Стоит отметить, что виды N. sativa и N. damascene имеют наиболь-
шее фенотипическое сходство и более устойчивы к условиям произрастания в Беларуси, в то время
как вид N. orientalis отличается внешне и более требователен к условиям культивирования. Было
установлено, что в листьях N. orientalis разнообразие флавоноидных гликозидов меньше, при отсут-
ствии высокомолекулярных и ацилированных форм. Возможно отсутствие ацилированных произ-
водных и меньшее разнообразие флавоноидных гликозидов сказывается на низкой устойчивости
N. orientalis к абиотическим факторам и снижает его адаптационный потенциал.

Ключевые слова: Nigella damascena L., Nigella orientalis L., Nigella sativa L., гликозиды, листья, флаво-
ноиды
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ВВЕДЕНИЕ
Растения рода чернушка (Nigella L.) характери-

зуются синтезом разнообразных биологически
активных соединений, относящихся к различным
химическим классам: летучие соединения терпе-
новой природы, сапонины, алкалоиды, жирные
кислоты, фенольные кислоты и флавоноиды. Род
чернушка насчитывает более 20 видов, но наи-
большее внимание привлекают чернушка дамас-
ская (Nigella damascena L.), чернушка посевная
(N. sativa L.) и чернушка восточная (N. orientalis L.).

Семена N. sativa известны в мире под названи-
ем черный тмин. Они обладают перечным вкусом
и мускатным запахом благодаря наличию эфир-
ных масел и тимохинона, и широко используются
в народной медицине [1].

N. damascena родом из Северной Африки.
В настоящее время ее выращивают в Европе, Ма-

лой Азии и Индии как декоративное и пряно-
ароматическое растение [2, 3]. Семена чернушки
дамасской отличаются сильным ароматом с от-
тенком земляники и широко применяются в
Юго-Восточной Азии в качестве пряности [4],
надземная биомасса (верхушки генеративных по-
бегов, листья, цветки и семена) являются сырьем
для пищевой и фармацевтической промышлен-
ности [5].

N. orientalis произрастает в Малой Азии и на
Кавказе, встречаясь там в посевах и по горным
склонам [6]. Используется как декоративное рас-
тение в мавританских газонах, цветниках, для
срезки в букеты и как флористический материал
для летне-осенних и зимних композиций [7‒9].

Фитохимический состав семян N. sativa до-
вольно разнообразен и широко изучен [10‒13], в
то время как другая надземная часть растения ис-
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следуется не так часто. Учеными биотехнологиче-
ского центра Туниса был установлен качествен-
ный состав фенольных соединений чернушки по-
севной, который включал фенольные кислоты
(галловую, п-гидроксибензойную, хлорогеновую
и др.) и флавоноиды (эпикатехин, кверцетин,
апигенин и др.) [5].

У N. damascena подробно определен качествен-
ный и количественный состав полифенолов се-
мян и проведено его сравнение с таковым семян
чернушки посевной [4]. Отмечена схожесть каче-
ственного состава соединений фенольной приро-
ды у двух видов чернушки: основными соедине-
ниями являются гидроксибензойная и кофейная
кислоты. Также обнаружены ванилиновая, сире-
невая, галловая, п-кумаровая кислоты, катехин и
отмечены незначительные количества коричной
кислоты и кверцетина. Несмотря на идентич-
ность качественного состава фенольных соедине-
ний семян чернушки посевной и дамасской авто-
ры указали на количественные различия в био-
синтезе отдельных соединений.

У N. orientalis достаточно хорошо изучены
эфирные масла семян [7‒9], в то время как экс-
тракты листьев ‒ недостаточно.

Учитывая литературные данные и результаты
наших исследований по содержанию фенольных
соединений в семенах растений рода Nigella, был
проведен скрининг общего пула фенольных со-
единений в листьях и траве [14]. Было установле-
но, что листья разных видов чернушки содержали
от 1.16 до 1.77 г/100 г сухого веса фенольных со-
единений, в то время как семена ‒ от 0.55 до
1.26 г/100 г сухого веса. Относительно высокое
содержание фенольных соединений в листьях
позволяет предложить их использование в каче-
стве источника биологически активных веществ.
В связи с этим, актуально было проведение срав-
нительного анализа качественного и количе-
ственного состава фенольных соединений в листьях
разных видов чернушки, и установление взаимо-
связи между характером их ростовых процессов и
накоплением флавоноидных гликозидов.

Целью данной работы было изучение группы
флавоноидных гликозидов в листьях растений рода
Nigella, выращенных в условиях Центральной Бела-
руси. Мы полагаем, что определение качественного
и количественного состава флавоноидных глико-
зидов и установление наличия видоспецифических
зависимостей накопления этих веществ позволит
установить взаимосвязь между содержанием от-
дельных флавоноидных гликозидов и особенностя-
ми ростовых процессов у разных видов чернушки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования служили растения

трех видов: чернушка дамасская (Nigella dama-

scena L.), чернушка восточная (N. orientalis L.) и
чернушка посевная (N. sativa L.), выращенные на
экспериментальном участке лаборатории при-
кладной биохимии Центрального ботанического
сада Национальной академии наук Беларуси. Для
количественного и качественного определения
состава флавоноидных гликозидов использовали
листья, собранные в фазу цветения, и высушен-
ные до воздушно-сухого состояния. Растения вы-
ращивали в условиях мелкоделяночного полевого
опыта рядовым способом, в одинаковых условиях
по увлажнению, составу почвы и агротехниче-
ским мероприятиям. Экспериментальная выбор-
ка состояла из 100 растений, с каждого растения
были взяты по 2 листа, высушены и гомогенизи-
рованы, полученный порошок использован для
экстракции.

Получение экстрактов для анализа. Для экс-
тракции использовали воздушно-сухое измель-
ченное сырье, масса навески 2 г (точная навеска).
Соотношение образца и экстрагента (г/мл) со-
ставляло 1 : 80. Экстракцию образцов проводили
двумя способами. Первый способ включал двух-
ступенчатую (по 40 мин) экстракцию 70% этано-
лом на водяной бане при 80°С, тогда как второй ‒
экстракцию 2М HCl и 96% этанолом (соотноше-
ние 1 : 1) на водяной бане при 80°С в течение 120 мин.

По первому способу ‒ полученные экстракты
фильтровали через бумажный фильтр. Аликвоты
(1 мл) экстрактов без гидролиза фильтровали через
шприцевой мембранный фильтр в хроматографи-
ческие виалы и использовали для ВЭЖХ-МС ана-
лиза.

По второму способу ‒ экстракты после кис-
лотного гидролиза дополнительно гидролизова-
ли при следующих условиях: 800 мкл образцов с
HCl + 200 мкл конц. HCl (конечная концентра-
ция в растворе около 3 М), затем инкубировали
2 ч в плотно закрытой хроматографической виале
при температуре 98°С.

Описание ВЭЖХ-МС метода анализа. Для
идентификации и количественного анализа фе-
нольных соединений использовали метод ВЭЖХ
с масс-спектрометрическим и УФ-детектором.
Разделение компонентов проб проводили на ко-
лонке Agilent Zorbax XDB C18 (4.6 × 150 мм,
5.0 мкм) при температуре 40°С на жидкостном
хроматографе Agilent 1200 (Agilent Technologies
Inc., USA). Подвижная фаза состояла из двух рас-
творителей: А – 0.1% муравьиная кислота (об/об)
в воде и В – 0.1% муравьиная кислота (об/об) в
ацетонитриле. Для анализа негидролизованных
образцов использовали следующий градиент ре-
жима элюирования: процент растворителя В в
подвижной фазе увеличивался от 5 до 25% за
20 мин, затем за следующие 10 мин – до 40%, а в
35 мин составлял 90%. Для гидролизованных об-
разцов процентный состав растворителей в по-
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движной фазе изменялся за первые 10 мин от 5 до
25% растворителя В, увеличивался до 40% за
5 мин и оставался таким же в следующие 3 мин, в
25 мин составил 90%. Скорость потока элюента –
0.5 мл/мин. Детекция велась при длине волны
270 нм. Объем инжекции – 10 мкл (для количе-
ственного анализа) и 20 мкл (для качественного
анализа). Температура в автосамплере 15°С. Хро-
матограф был онлайн сопряжен с тандемным
масс-спектрометром Agilent 6410 Triple Quad
(тройной квадруполь) (Agilent Technologies Inc.,
USA). В качестве интерфейса ионизации элек-
трораспылением использовался Agilent G1948B
API-ES (Agilent Technologies Inc., USA) в режиме
отрицательных и положительных ионов. Для
идентификации использовали режимы общего
сканирования ионов в диапазоне масс от 100 до
1500 Д (MS2 Scan) и получения дочерних ионов
(Product ion) из ионов с m/z, соответствующим
[M + H]+ для молекулярных масс соединений в
изучаемых экстрактах. Энергия в ячейке соударе-
ний при получении дочерних ионов варьировала
от 15 до 45 В. Параметры работы масс-детектора:
температура осушающего газа 350°C, скорость
потока осушающего газа 7 л/мин, давление на
распылителе 40 psi, напряжение на капилляре
4000 В, напряжение на фрагменторе 135 В (поло-
жительные ионы) и 200, 220 В (отрицательные
ионы). Обработку хроматограмм с УФ- и масс-де-
текторов проводили с использованием компью-
терного обеспечения Agilent MassHunter Worksta-
tion Software version B.01.03 и Agilent ChemStation
(Agilent Technologies Inc., USA).

Растворы стандартов кемпферола (≥97%, Sig-
ma), кверцетин дигидрат (≥99% HPLC, Extrasyn-
these) готовили в концентрациях 0.3–0.4 мг/мл в
метаноле. Растворы для калибровочной кривой был
в диапазоне концентраций от 7.5 до 150 мкг/мл. Для
количественного анализа агликонов в образцах
после гидролиза и фенольных соединений в не-
гридролизованных образцах использовали хро-
матограммы с УФ-детектора. Содержание кемп-
ферола и кверцетина рассчитывали по калибро-
вочной кривой для соответствующих стандартов,
флавоноидные гликозиды – по калибровочной
кривой для кверцетина.

Математическую обработку данных проводи-
ли с помощью пакета программ Microsoft Excel.

Проверка гипотезы о равенстве двух средних про-
водилась с помощью t-критерия Стьюдента. Ре-
зультаты представлены в виде средних значений
3 биологических повторностей и их стандартных
ошибок.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Фенольные соединения у растений рода Nigella
представлены различными группами флавонои-
дов, галлокатехинами, производными коричной
и кофейной кислот. При этом для N. sativa и
N. glandulifera было отмечено присутствие разно-
образных по составу и строению гликозидов
кверцетина и кемпферола в экстрактах семян и
надземных частей растения [5, 11, 15–18]. ВЭЖХ-МС
анализ метанольных экстрактов листьев чернуш-
ки трех изучаемых видов позволил предваритель-
но идентифицировать гликозиды кверцетина и
кемпферола. Для подтверждения наличия в со-
ставе гликозидов именно этих агликонов был
проведен кислотный гидролиз и последующий
ВЭЖХ-МС анализ. Кемпферол и кверцетин в
гидролизованных образцах были идентифициро-
ваны путем сравнения со стандартами этих ве-
ществ (времена выхода и масс-спектры), их коли-
чественная оценка в экстрактах представлена в
табл. 1.

На рис. 1 представлена хроматограмма с
УФ-детектора при λ = 270 нм для негидролизо-
ванного экстракта чернушки посевной (проинте-
грированы пики основных флавоноидных глико-
зидов). Анализ масс-спектров в пиках на хромато-
граммах общего ионного тока в режиме генерации
отрицательных и положительных ионов позволил
предположить возможные молекулярные массы
(мол. м.) и фрагменты основных соединений
(табл. 2, 3).

Пики, приведенные в табл. 2, с временами
удерживания (RT – retention times) 14.8, 15.3, 16.3,
16.7, 20.2 и 20.6 мин характеризуются одинаковой
мол. м. 950 Д. В режиме генерации отрицательных
ионов в масс-спектрах этих пиков были найдены ио-
ны с m/z 949 = [M–H]–, в режиме положительных
ионов –m/z 973 = [M + Na]+, m/z 789 = [M + Н-162]+,
m/z 303 = [M + Н-162-162-162-162]+ (табл. 3). По-
теря фрагмента 162 Д характерна при отщеплении

Таблица 1. Содержание кверцетина и кемпферола в экстрактах листьев различных видов чернушки после кис-
лотного гидролиза

Примечание. Приведены средние значения для 3 биологических повторностей. Звездочка “*” означает, что значения досто-
верно отличаются при P ≤ 0.05.

Агликон
Содержание, г/100 г сухого веса

N. sativa N. damascena N. orientalis

Кверцетин 0.055* ± 0.001 0.043* ± 0.0008 0.057* ± 0.001
Кемпферол 0.039* ± 0.0007 0.027* ± 0.0006 0.029* ± 0.001
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дегидратированной гексозы. Масс-спектр дочер-
них ионов при положительной ионизации содер-
жал следующие ионы: m/z 627 = [M + Н-162-162]+,
m/z 465 = [M + Н-162-162-162]+, m/z 303 = [M +
+ Н-162-162-162-162]+. Фрагмент с величиной
m/z 303 соответствовал остатку агликона кверце-
тина, что было дополнительно подтверждено об-
наружением кверцетина в гидролизованных об-

разцах. Присутствующие в масс-спектрах ионы с
m/z 325 = [162 + 162 + H]+ и m/z 163 = [162 + H]+

представляли собой появляющиеся при иониза-
ции комбинации сахаров, входящих в состав гли-
козида. Таким образом, эти соединения являются
гликозидами кверцетина и 4 гексоз.

Пики с временами удерживания 17.3, 17.8 и
18.1 мин соответствовали веществам с одинаковой

Рис. 1. УФ-хроматограмма экстракта листьев Nigella sativa L.
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Таблица 2. Флавоноидные гликозиды в экстракте листьев Nigella sativa L.

Примечание. Приведены средние значения для 3 биологических повторностей при уровне значимости P ≤ 0.05.

RT, 
мин Предполагаемая структура вещества мол. м., Д Содержание,

г/100 г сухого веса

14.8 Гликозид кверцетина и 4 гексоз 950 0.08 ± 0.008
15.3 Гликозид кверцетина и 4 гексоз 950 0.03 ± 0.002
16.3 Гликозид кверцетина и 4 гексоз 950 0.18 ± 0.002
16.7 Гликозид кверцетина и 4 гексоз 950 0.34 ± 0.01
17.3 Гликозид кверцетина и 3 гексоз 788 0.41 ± 0.01
17.8 Гликозид кверцетина и 3 гексоз 788 0.17 ± 0003
18.1 Гликозид кверцетина и 3 гексоз 788 1.25 ± 0.006
18.5 Гликозид кемпферола и 3 гексоз 772 0.29 ± 0.003
20.2 Гликозид кверцетина и 4 гексоз 950 0.21 ± 0.003
20.6 Гликозид кверцетина и 4 гексоз 950 0.20 ± 0.006
21.9 Гликозид кверцетина и 3 гексоз и рамнозы 934 0.21 ± 0.003
22.3 Гликозид кверцетина и 3 гексоз и рамнозы 934

Гликозид кверцетина, 3 гексоз и глюкуроновой или феруловой кислоты 964
Ацилированный синаповой кислотой гликозид кверцетина и 3 гексоз 994 0.35 ± 0.005

22.6 Гликозид кверцетина, 3 гексоз и рамнозы 934
Гликозид кверцетина, 3 гексоз и глюкуроновой или феруловой кислоты 964
Ацилированный синаповой кислотой гликозид кверцетина и 3 гексоз 994 0.28 ± 0.009

22.9 Гликозид кверцетина, 3 гексоз и глюкуроновой или феруловой кислоты 964 0.02 ± 0.001
Сумма 4.02
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мол. м. 788 Д. В масс-спектрах этих соединений,
полученных при отрицательной ионизации, при-
сутствовали ионы с m/z 787 = [M–H]–, m/z 625 =
= [M–Н-162]–, в режиме положительных ионов ‒
m/z 811 = [M + Na]+, m/z 789 = [M + Н]+, m/z 303 =
= [M + Н-162-162-162]+. Масс-спектр дочерних
ионов при положительной ионизации содержал
следующие ионы: m/z 627 = [M + Н-162]+, m/z 465 =
= [M + Н-162-162]+, m/z 303 = [M + Н-162-162-162]+

(рис. 2a). Учитывая характерную фрагментацию с
отщеплением фрагмента с мол. м. 162 Д и наличие
иона агликона (мол. м. 303 Д), можно предполо-
жить, что эти соединения представляют собой
гликозиды кверцетина и трех гексоз.

Пик с RT 18.5 мин содержал вещество с мол. м. 772 Д,
что подтверждается наблюдаемыми в масс-спек-
трах ионами с m/z 771 = [M–H]– (отрицательная
ионизация) и m/z 795 = [M + Na]+ (положитель-
ная ионизация). Масс-спектр дочерних ионов в
положительной ионизации содержал следующие
ионы: m/z 449 = [M + Н-162-162]+, m/z 287 = [M +
+ Н-162-162-162]+. Фрагмент с величиной m/z 287
соответствовал остатку агликона кемпферола,
что было дополнительно подтверждено его обна-
ружением в гидролизованных образцах. Таким
образом, это соединение – гликозид кемпферола
и трех гексоз (табл. 2).

Пики с временами удерживания 21.9, 22.3 и
22.6 мин соответствовали соединениям с одина-
ковой мол. м. 934 Д. В режиме отрицательных

ионов были получены ионы с m/z 933 = [M–H]–,
в режиме положительных ионов ‒ m/z 957 = [M +
Na]+, m/z 303 = [M + Н-162-162-162-146]+. Масс-
спектр дочерних ионов в положительной иониза-
ции содержал следующие ионы: m/z 465 = [M +
Н-162-162-146]+ и m/z 303 = [M + Н-162-162-162-
146]+. Потеря фрагмента 162 Д характерна при от-
щеплении дегидратированной гексозы. Фрагмент
молекулы с нейтральной потерей 146 Д может об-
разовываться при отщеплении рамнозы (-H2O).
Ионы с m/z 309 = [146 + 162 + H]+, m/z 325 = [162 +
+ 162 + H]+, m/z 163 = [162 + H]+, m/z 147 = [146 + H]+

представляют собой появляющиеся при иониза-
ции комбинации сахаров, входящих в состав гли-
козида (табл. 3). Учитывая характерную фрагмен-
тацию с отщеплением фрагмента с мол. м. 162 Д и
146 Д и наличие иона агликона (303 Д), можно
предположить, что эти соединения представляют
собой гликозиды кверцетина, трех гексоз и одной
рамнозы.

Надо отметить, что пики с временами удержи-
вания 22.3 и 22.6 мин являются смесью не разде-
лившихся веществ, поэтому, помимо соединений
с мол. м. 934 Д в этих же пиках присутствуют ве-
щества с мол. м. 964 Д, которые есть и в пике с RT
22.9 мин. В режиме отрицательных ионов в масс-
спектрах этих соединений обнаружены ионы с
m/z 963 = [M–H]–, в режиме положительных
ионов ‒ m/z 987 = [M + Na]+, m/z 303 = [M + Н-
162-162-162-176]+. Масс-спектр дочерних ионов в

Таблица 3. Масс-спектрометрическая характеристика основных флавоноидных гликозидов

Название мол. 
м., Д

Основные m/z в пике

ESI Negative ESI Positive

Гликозид кемпферола и 2 гексоз 610 609, 483 633, 449, 287
Гликозид кверцетина и 2 гексоз 626 625, 300 649, 627,465, 303, 163, 145
Гликозид кверцетина 712 667, 689, 300 713, 735, 303
Гликозид кемпферола и 3 гексоз 772 771 795, 450, 287, 163
Гликозид кверцетина, 2 гексоз и рамнозы 772 771, 300 773, 795, 303
Гликозид кверцетина и 3 гексоз 788 787, 625 789, 811, 465, 325, 303, 163
Гликозид кверцетина, 3 гексоз и малоновой кислоты 874 873 875, 713, 465, 303
Гликозид кверцетина, 3 гексоз и рамнозы 934 933, 301, 271 957,465, 309, 303, 163, 147
Гликозид кверцетина и 4 гексоз 950 949 973, 789, 465, 325, 303, 163
Гликозид кверцетина, 3 гексоз и глюкуроновой или 
феруловой кислоты

964 963 987, 501, 465, 339, 303, 177

Ацилированный синаповой кислотой гликозид 
кверцетина и 3 гексоз

994 993 844, 531, 465, 369, 303, 207

Гликозид кверцетина, 3 гексоз и 2 рамноз 1080 1079, 300 1081, 449, 309, 303
Гликозид кверцетина, 4 гексоз и рамнозы 1096 1095, 300 1119, 1097, 949, 633, 471, 465, 

309, 303, 301, 165, 147
Гликозид кверцетина, 4 гексоз и феруловой
или глюкуроновой кислоты

1126 1125 1127, 1149, 303, 465
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положительной ионизации содержал следующие
ионы: m/z 465 = [M + Н-162-162-176]+ и m/z 303 =
[M + Н-162-162-162-176]+. Потеря фрагмента 176 Д
может происходить при отщеплении либо остатка
феруловой (–H2O), либо остатка глюкуроновой
кислоты (–H2O). Агликон соответствует кверцети-
ну (m/z 303). Ионы с m/z 339 = [176 + 162 + H]+,
m/z 501 = [162 + 162 + 176 + H]+; m/z 177 = [176 + H]+

представляют собой появляющиеся при иониза-
ции комбинации остатков сахаров и кислот, вхо-
дящих в состав гликозида. Поэтому можно пред-
положить, что эти соединения – гликозиды квер-
цетина, трех гексоз и одной молекулы феруловой
или глюкуроновой кислоты. Также в пиках с вре-
менами удерживания 22.3 и 22.6 мин присутство-
вали вещества с мол. м. 994 Д, что подтверждается
наличием ионов с m/z 993 = [M–H]– (отрица-
тельная ионизация) и m/z 303 = [M + Н-162-162-
162-206]+ (положительная ионизация). Масс-
спектр дочерних ионов в положительной иониза-
ции содержал следующие ионы: m/z 465 = [M + Н-
162-162-206]+, m/z 303 = [M + Н-162-162-162-206]+

(рис. 2б). Агликон соответствует кверцетину
(m/z 303). Ионы с m/z 369 = [162 + 206 + H]+,
m/z 531 = [162 + 162 + 206 + H]+, m/z 207 = [206 + H]+

представляют собой появляющиеся при иониза-
ции комбинации сахаров, входящих в состав гли-
козида (табл. 3). Полученные результаты согласу-
ются с работой исследователей Технического
университета в Лиссабоне [19]. Потеря фрагмента
с m/z 206 соответствует ацильной группе, пред-
ставленной синаповой кислотой. Таким образом,
это соединение представляет собой ацилирован-
ный синаповой кислотой гликозид кверцетина и

трех гексоз. Наши данные согласуются с литера-
турными, так в экстрактах чернушки различных
видов исследователями из Туниса, Италии, Бос-
нии и Герцеговины, а также Чехии отмечено при-
сутствие феруловой и синаповой кислот [5, 11, 15].

Для экстракта N. damascena на рис. 3 представ-
лена хроматограмма с УФ-детектора при λ = 270 нм,
на которой проинтегрированы пики основных
флавоноидных гликозидов. Анализ масс-спек-
тров пиков в режиме генерации отрицательных и
положительных ионного тока позволил опреде-
лить молекулярные массы и фрагменты основных
соединений (табл. 2‒4).

Пик с RT 16.1 мин соответствовал соединению
с мол. м. 950 Д, с фрагментацией, аналогичной
описанной для гликозидов кверцетина и четырех
молекул гексоз в N. sativa. Вещества с временами
удерживания 17.3, 22.5 и 22.9 мин имеют одинако-
вую мол. м. 934 Д и фрагментацию как гликозиды
кверцетина, трех гексоз и одной рамнозы (рис. 2в).
Для вещества с временем удерживания 18.4 мин и
мол. м. 788 Д характерна фрагментация как для
гликозидов кверцетина и трех гексоз в N. sativa. Со-
единения с временами удерживания 22.9 и
23.2 мин и мол. м. 964 Д имели масс-спектры ана-
логичные гликозиду кверцетина, трех гексоз и од-
ной молекулы феруловой или глюкуроновой кис-
лоты, как в экстракте N. sativa.

Пики с временами удерживания 17.3 и 17.7 мин
(табл. 4) содержали вещества с одинаковой мол. м.
772 Д, и были предположительно идентифициро-
ваны как гликозиды кверцетина, двух гексоз и од-
ной рамнозы, т. к. в режиме отрицательной иони-
зации были зарегистрированы ионы с m/z 771 =

Рис. 2. Масс-спектры в режиме получения дочерних ионов: а ‒ из m/z 789 для Nigella sativa; б ‒ из m/z 995 для Nigella
sativa; в ‒ из m/z 935 для N. damascene; г ‒ из m/z 611 для N. orientalis.
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= [M–H]–, а в режиме положительной ‒ m/z 795 =
= [M + Na]+, m/z 773 = [M + H]+, m/z 303 = [M +
+ H-162-162-146]+. Агликон соответствовал квер-
цетину (m/z 303).

Соединения с временами удерживания 184 и
18.9 мин имели мол. м. 626 Д. В режиме отрица-

тельных ионов были зарегистрированы ионы с
m/z 625 = [M–H]–, в режиме положительных
ионов ‒ m/z 649 = [M + Na]+, m/z 627 = [M + H]+,
m/z 465 = [M + H-162]+, m/z 303 = [M + H-162-162]+.
Агликон соответствовал кверцетину (m/z 303) и
можно предположить, что эти соединения – гли-
козиды кверцетина и двух гексоз.

Рис. 3. УФ-хроматограмма экстракта листьев Nigella damascena L.
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Таблица 4. Флавоноидные гликозиды в экстракте листьев Nigella damascena L.

Примечание. Приведены средние значения для 3 биологических повторностей при уровне значимости P ≤ 0.05.

RT, мин Предполагаемая структура вещества мол. м., Д Содержание,
г/100 г сухого веса

16.1 Гликозид кверцетина и 4 гексоз 950 0.04 ± 0.001
17.3 Гликозид кверцетина, 3 гексоз и рамнозы 934

Гликозид кверцетина, 2 гексоз и рамнозы 772 0.05 ± 0.005
17.7 Гликозид кверцетина, 2 гексоз и рамнозы 772 0.06 ± 0.001
18.4 Гликозид кверцетина и 2 гексоз 626

Гликозид кверцетина и 3 гексоз 788 0.09 ± 0.002
18.9 Гликозид кверцетина и 2 гексоз 626 0.06 ± 0.002
20.7 Гликозид кверцетина, 4 гексоз и рамнозы 1096 0.08 ± 0.002
21.1 Гликозид кверцетина, 3 гексоз и 2 рамноз 1080

Гликозид кверцетина, 4 гексоз и феруловой или глюкуроновой 
кислоты

1126 0.09 ± 0.001

21.5 Гликозид кверцетина, 3 гексоз и 2 рамноз 1080 0.13 ± 0.003
21.8 Гликозид кверцетина, 3 гексоз и 2 рамноз 1080 0.16 ± 0.004
22.5 Гликозид кверцетина, 3 гексоз и рамнозы 934 0.13 ± 0.002
22.9 Гликозид кверцетина, 3 гексоз и рамнозы 934

Гликозид кверцетина, 3 гексоз и феруловой или глюкуроновой 
кислоты

964 0.17 ± 0.001

23.2 Гликозид кверцетина, 3 гексоз иферуловой или глюкуроновой 
кислоты

964

Гликозид кверцетина, 3 гексоз и 2 рамноз 1080 0.11 ± 0.003
Сумма 1.17
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Вещества с временами удерживания 21.1; 21.5 и
21.8 мин характеризовались одинаковой мол. м.
1080 Д, что подтверждается полученными в режиме
отрицательной ионизации ионами с m/z 1079 =
= [M–H]– и m/z 300 = [M-2H-162-162-162-146-146]–;
в режиме положительных ионизации ‒ m/z 1081 =
= [M + H]+, m/z 465 = [M + H-162]+, m/z 303 = [M +
+ Н-162-162-162-146-146]+. Масс-спектр дочер-
них ионов в положительной ионизации содержал
следующие ионы: m/z 611 = [M + H-162-162-146]+,
m/z 449 = [M + Н-162-162-162-146]+, m/z 465 = [M +
+ Н-162-162-146-146]+, m/z 303 = [M + Н-162-162-
162-146-146]+. Ионы с m/z 309 = [146 + 162 + H]+

и m/z 147 = [146 + H]+ представляли собой появ-
ляющиеся при ионизации комбинации сахаров,
входящих в состав гликозида. Агликон соответ-
ствует кверцетину. Предположительно эти веще-
ства – гликозиды кверцетина, трех гексоз и двух
рамноз.

Вещество с мол. м. 1096 Д имело время удер-
живания 20.7 мин. Присутствовали ионы с m/z
1095 = [M–H]–, m/z 300 = [M-2H-162-162-162-
162-146]– в режиме отрицательной ионизации и
m/z 1119 = [M + Na]+, m/z 1097 = [M + H]+, m/z 303 =
= [M + H-162-162-162-162-146]+ в режиме поло-
жительной ионизации. Агликон соответствует
кверцетину (m/z 303). Масс-спектр дочерних
ионов в положительной ионизации содержал сле-
дующие ионы: m/z 465 = [M + Н-162-162-162-146]+,
m/z 303 = [M + Н-162-162-162-162-146]+. Ионы с
m/z 309 = [146 + 162 + H]+, m/z 147 = [146 + H]+

представляют собой появляющиеся при иониза-
ции комбинации сахаров, входящих в состав гли-
козида. Таким образом, это соединение представ-
ляет собой гликозид кверцетина, четырех гексоз и
одной рамнозы.

В масс-спектре вещества с временем удержи-
вания 21.1 мин в режиме отрицательных ионов

присутствовали ионы с m/z 1125 = [M–H]–,
m/z 300 = [M-2H-162-162-162-162-176]–, а в режи-
ме положительных ионов ‒ m/z 1149 = [M + Na]+,
m/z 1127 = [M + H]+, m/z 303 = [M + H-162-162-
162-162-176]+, и соответственно, его молекуляр-
ная масса составляет 1126 Д. Агликоном является
кверцетин. Масс-спектр дочерних ионов в поло-
жительной ионизации содержал следующие ио-
ны: m/z 664 = [M + Na-162-162-162]+, m/z 465 =
= [M + Н-162-162-162-176]+, m/z 303 = [M +Н-
162-162-162-162-176]+. Ионы с m/z 339 = [176 + 162 +
+ H]+, m/z 501 = [162 + 162 + 176 + H]+; m/z 177 =
= [176 + H]+ представляют собой появляющиеся
при ионизации комбинации сахаров, входящих в
состав гликозида. Потеря фрагмента с m/z 176 со-
ответствует либо глюкуроновой кислоте, либо
ацильной группе, представленной феруловой
кислотой. Поэтому данное соединение может яв-
ляться гликозидом кверцетина, четырех гексоз и
одной молекулы феруловой или глюкуроновой
кислоты.

На рис. 4 представлена УФ-хроматограмма
(λ = 270 нм) основных флавоноидных гликозидов
для экстракта листьев N. orientalis. Анализ масс-
спектров пиков в режиме генерации отрицатель-
ных и положительных ионов на хроматограммах
общего ионного тока позволил определить моле-
кулярные массы и фрагменты основных соедине-
ний (табл. 3, 5).

Вещества с временами удерживания 15.2, 16.1
и 16.5 мин имели мол. м. 788 Д и фрагментацию
аналогичную для соединений с такой же массой,
обнаруженных в N. sativa и N. damascene. Предпо-
ложительно эти соединения – гликозиды кверце-
тина и трех молекул гексоз. Вещества с одинако-
вой мол. м. 626 Д и временами удерживания 18.4 и
18.9 мин являются гликозидами кверцетина и
двух гексоз с масс-спектрами аналогичными для
такого же вещества в N. damascene.

Рис. 4. УФ-хроматограмма экстракта листьев Nigella orientalis L.
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В пиках с временами удерживания 17.3 и
17.7 мин присутствовали вещества с одинаковой
мол. м. 874 Д, что подтверждается обнаруженны-
ми ионами с m/z 873 = [M–H]– (режим отрица-
тельной ионизации) и m/z 875 = [M + H]+ (режим
положительных ионов). Масс-спектр дочерних
ионов в положительной ионизации содержал сле-
дующие ионы: m/z 713 = [M + Н-162]+, m/z 551 =
= [M + Н-162-162]+; m/z 465 = [M + Н-162-162-86]+;
m/z 303 = [M + Н-162-162-162-86]+. Агликон
(m/z 303) соответствует кверцетину. Потеря фраг-
мента с m/z 86 соответствует ацильной группе,
представленной малоновой кислотой [19]. Та-
ким образом, это соединение представляет со-
бой гликозид кверцетина, трех гексоз и молеку-
лы малоновой кислоты. Соединения с одинако-
вой мол. м. 712 Д имели времена удерживания
19.7 и 20.2 мин. В режиме положительной иониза-
ции зарегистрированы ионы с m/z 713 = [M + H]+,
m/z 735 = [M + Na]+, m/z 751 = [M + K]+. Масс-
спектр дочерних ионов в положительной иониза-
ции содержал ион агликона кверцетина: m/z 303 =
= [M + Н-сахара]+. Это соединение представляет
собой гликозид кверцетина.

В масс-спектре вещества с мол. м. 610 Д и вре-
менем удерживания 20.6 мин в режиме отрица-
тельной ионизации присутствовали ионы с
m/z 609 = [M–H]–, в режиме положительной
ионизации ‒ m/z 633 = [M + Na]+, m/z 611 = [M + H]+.
Масс-спектр дочерних ионов в положительной
ионизации содержал следующие ионы: m/z 449 =
= [M + Н-162]+; m/z 287 = [M + Н-162-162]+

(рис. 2г). Агликон с m/z 287 соответствует кемп-
феролу. Соединение является гликозидом кемп-
ферола и двух гексоз.

Суммарное количество флавоноидных глико-
зидов в экстрактах листьев N. sativa был в 4 раза
выше, чем в экстрактах двух других видов чер-
нушки (табл. 2, 4, 5). При этом следует отметить,
что в листьях всех исследованных видов чернуш-
ки преобладали гликозиды кверцетина, что также
подтверждается суммарным содержанием агли-
кона кверцетина в гидролизованнных экстрактах.
Несмотря на то, что содержание кемпферола в об-
разцах после гидролиза всего в 1.40–1.97 раза
меньше (табл. 1), чем кверцетина, нам удалось об-
наружить на хроматограммах лишь два его глико-
зида. Учитывая наблюдаемое разнообразие соста-
ва гликозидов кверцетина, можно предположить,
что растения рода чернушка также способны син-
тезировать и накапливать различные по составу и
строению производные кемпферола. По-видимо-
му, из-за возможного разнообразия соединений
кемпферола, его более низкого содержания и
анализа грубого экстракта без предварительных
фракционирования, очистки и концентрирова-
ния, мы не смогли идентифицировать на хрома-
тограммах и в масс-спектрах все гликозиды кемп-
ферола.

Таким образом, установлено что листья N. sa-
tiva в условиях Центральной Беларуси имеют наи-
более богатый состав флавоноидных гликозидов
по отношению к другим изучаемым видам. По ка-
чественному составу флавоноидных гликозидов
вид N. damascene наиболее близок к N. sativa, тогда
как по общему содержанию этой группы соедине-
ний ‒ к N. orientalis. Стоит упомянуть, что виды
N. sativa и N. damascene имеют наибольшее фено-
типическое сходство и более устойчивы к условиям
произрастания в Беларуси (на основании 9-лет-
них полевых экспериментов на территории Цен-

Таблица 5. Флавоноидные гликозиды в экстракте листьев Nigella orientalis L.

Примечание. Приведены средние значения для 3 биологических повторностей при уровне значимости P ≤ 0.05.

RT, мин Предполагаемая структура вещества мол. м., Д Содержание,
г/100 г сухого веса

15.2 Гликозид кверцетина и 3 гексоз 788 0.27 ± 0.005

16.1 Гликозид кверцетина и 3 гексоз 788 0.19 ± 0.001

16.5 Гликозид кверцетина и 3 гексоз 788 0.31 ± 0.01

17.3 Гликозид кверцетина, 3 гексоз и малоновой кислоты 874 0.04 ± 0.003

17.7 Гликозид кверцетина, 3 гексоз и малоновой кислоты 874 0.09 ± 0.002

18.4 Гликозид кверцетина и 2 гексоз 626 0.15 ± 0.005

18.9 Гликозид кверцетина и 2 гексоз 626 0.12 ± 0.003

19.7 Гликозид кверцетина 712 0.08 ± 0.007

20.2 Гликозид кверцетина 712 0.07 ± 0.002

20.6 Гликозид кемпферола и 2 гексоз 610 0.02 ± 0.001

Сумма 1.07
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трального ботанического сада Национальной
академии наук Беларуси). Отмечено, что вид
N. orientalis отличается внешне и более требовате-
лен к условиям культивирования. Полевые испы-
тания изучаемых видов чернушки показали, что
N. sativa и N. damascene стабильно дают жизнеспо-
собные семена, всхожесть которых колеблется в
пределах 60–80%, в то время как семена N. orien-
talis имели всхожесть 20-45% и были отмечены
2 года, когда семена не успели вызреть. Также
следует отметить различия в габитусе растений:
виды N. sativa и N. damascene отличаются большей
высотой и кустистостью с количество побегов
первого порядка 5–9 шт., тогда как вид N. orientalis
формировал 2–3 побега первого порядка. Было
установлено, что в листьях N. orientalis разнообра-
зие флавоноидных гликозидов меньше, при отсут-
ствии высокомолекулярных и ацилированных
форм. Известно [20], что гликозилирование и аци-
лирование позволяет улучшать растворимость, хи-
мическую стабильность флавоноидов, их участие в
активном мембранном транспорте и защите от
УФ-излучения, повышая способность к его погло-
щению и нейтрализации АФК. Возможно отсут-
ствие ацилированных производных и меньшее
разнообразие флавоноидных гликозидов сказыва-
ется на низкой устойчивости N. orientalis к абиоти-
ческим факторам и снижает его адаптационный
потенциал. Опираясь на данные по мультилокус-
ному ДНК-маркированию 3 видов рода Nigella [21]
можно предположить генетическую обусловлен-
ность состава флавоноидных гликозидов у видов
этого рода. Так, вид N. orientalis занимает отдель-
ный кластер на дендрограмме, отражающей сте-
пень генетического сходства (на основе 235 марке-
ров (RAPD и ISSR)), в то время как виды N. sativa и
N. damascene относятся к одному кластеру.

Работа выполнена при финансовой поддержке
задания 06.02 Государственной программы науч-
ных исследований “Природные ресурсы и окру-
жающая среда”, подпрограмма “Биоразнообра-
зие, биоресурсы, экология” (2021–2025).
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В условиях контролируемой среды изучали влияние длинных свето-темновых циклов 24/12, 48/24,
96/48, 120/60 ч и непрерывного освещения на содержание и соотношение фотосинтетических и не-
фотосинтетических пигментов у ряда растений семейства Solanaceae – баклажана (Solanum melongena L.),
перца (Capsicum annuum L), табака (Nicotiana tabacum L.), томата (Solanum lycopersicum L.) и семей-
ства Brassicaceae – брокколи (Brassica oleracea var. italica Plenck), мизуны (Brassica rapa ssp. nipposinica
(L.H. Bailey) Hanelt), руколы (Eruca vesicaria ssp. sativa (Mill.) Thell.) и цветной капусты (Brassica oler-
acea L. var. botrytis L.). Растения выращивали в климатических камерах при температуре 23°С и осве-
щенности 270 мкмоль/(м2 с) ФАР. Контролем служили растения, выращенные при фотопериоде
16/8 ч. Установлено, что в условиях непрерывного освещения у растений в зависимости от вида в
той или иной степени снижается содержание хлорофилла и его доля в светособирающем комплексе,
увеличивается отношение хлорофилл а/b и уменьшается отношение хлорофилл/каротиноиды, по-
вышается содержание антоцианов и флавоноидов. При всех других изученных свето-темновых цик-
лах (24/12, 48/24, 96/48 и 120/60 ч), в которых средний интеграл дневного освещения не отличался от
такового при обычном фотопериоде (16/8 ч), во многих случаях были отмечены изменения в пигмент-
ном комплексе, схожие с фотопротекторными реакциями, наблюдаемыми при избыточном освеще-
нии растений (снижение содержания фотосинтетических пигментов, изменение их соотношений и
накопление защитных нефотосинтетических пигментов). При этом в реакции растений выявлена вы-
раженная видовая специфичность. В целом результаты исследования показали, что изменения в пиг-
ментном комплексе растений могут быть обусловлены не только избыточностью поступающей свето-
вой энергии, но и распределением интеграла освещения во времени, как это происходит в ответ на
аномальные свето-темновые циклы, которые, по мнению авторов, вызывают циркадную асинхронию.

Ключевые слова: аномальные свето-темновые циклы, фотопротекция, хлорофилл, каротиноиды,
антоцианы, флавоноиды, Brassicaceae, Solanaceae
DOI: 10.31857/S0015330323600882, EDN: ZQRAWD

ВВЕДЕНИЕ
Одной из важных новаций последних десяти-

летий в сельском хозяйстве являются “фабрики
растений” с искусственным освещением. Они
представляют собой закрытые производственные
системы, в которых интегрированы современные
промышленные технологии для круглогодичного
производства продукции различных сельскохо-
зяйственных культур [1, 2]. Чтобы быть по-насто-
ящему успешными “фабрики растений” должны
производить продукты с высокой рыночной сто-
имостью, что может быть достигнуто с помощью

контроля и управления факторами среды, кото-
рые гарантируют получение стабильно высокока-
чественных продуктов. Качество растительной
продукции включает многие аспекты, которые, в
свою очередь, зависят от конкретных показателей
и свойств, например, таких как содержание воды
и минералов, текстура ткани, содержание фито-
химических веществ и пр. Фитохимические ве-
щества влияют на вкус и аромат, внешний вид,
срок годности, пищевую и фармацевтическую
ценность [3]. Задача заключается в том, чтобы
конвертировать эти знания в технологии выра-
щивания растений с заданными характеристика-
ми. При возможности контролировать и управ-Сокращения: ИДО – интеграл дневного освещения.

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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лять основными факторами внешней среды, наи-
более важными и перспективными в плане
повышения энергоэффективности производства
и улучшения качества растительной продукции
считаются манипуляции со световым фактором,
т.к. с ним связаны основные затраты на энергопо-
требление [4]. При этом исходят из общепринятых
представлений о существовании у светового факто-
ра трех составляющих, каждый из которых оказы-
вает существенное влияние на жизнедеятель-
ность растений – интенсивность света, фотопе-
риод (продолжительность светового периода в
суточном цикле) и качество света (спектральный
состав). Так, например, для улучшения пищевой
ценности (например, большего содержания клет-
чатки и антиоксидантов) рекомендуют примене-
ние повышенной интенсивности света, что уве-
личивает интенсивность фотосинтеза и в то же
время вызывает легкую стрессовую реакцию с
усиленной выработкой каротиноидов, витамина
C и фенольных соединений (например, флавоно-
идов) [3]. Хотя иногда излишне высокая осве-
щенность вызывает горечь, например, из-за вы-
соких концентраций антоцианов и хлорофилла.
Эти эффекты зависят от культуры, влажности,
температуры и других факторов. Спектральный
состав света также может оказывать сильное вли-
яние на качество продукции вследствие его зна-
чительного воздействия на биохимический со-
став растений. Однако на “фабриках растений”
имеется возможность не только регулировать лю-
бой из указанных трех световых параметров, но и
изменять распределение интеграла дневного
освещения (суммарного количества фотонов, по-
лучаемых растением за сутки) во времени, что по
сути позволяет говорить о существовании еще од-
ного, четвертого параметра светового фактора,
который также может оказывать значительное
влияние на растения [5]. Принимая во внимание,
что в закрытых системах нет необходимости учи-
тывать 24-часовую продолжительность суток,
вполне допустимо расширить понятие “распре-
деление интеграла света” во времени, выйдя за
пределы 24 ч, т.е. применять в экспериментах и на
практике аномальные (abnormal) свето-темновые
циклы (при этом они могут быть как короче, так
и длиннее 24 ч) [6, 7]. Важно, что аномальные све-
то-темновые циклы, включая круглосуточное
освещение (как частный случай), способны ока-
зывать на растения положительный эффект
(ускорять рост и развитие, увеличивать накопле-
ние ценных и снижать содержание нежелатель-
ных метаболитов, например, нитратов) и при
этом приводить к уменьшению энергозатрат на
единицу продукции [5, 8, 9]. Во многих случаях
они вызывают определенные изменения в фото-
синтетическом аппарате растений, в частности, в
составе пигментного комплекса.

Цель работы – изучение влияния длинных
свето-темновых циклов 16/8, 24/12, 48/24, 96/48,
120/60 ч и круглосуточного освещения на содер-
жание и соотношение фотосинтетических и не-
фотосинтетических пигментов у растений двух
семейств – пасленовых и крестоцветных, а именно
баклажана, перца, табака, томата, брокколи, ми-
зуны, руколы и цветной капусты, которые широ-
ко используются в сельскохозяйственной прак-
тике и имеют большое экономическое значение
во многих странах мира, включая Россию.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования служил ряд видов

растений семейства Solanaceae – баклажан (Sola-
num melongena L.), перец (Capsicum annuum L), та-
бак (Nicotiana tabacum L.) томат (Solanum lycopersi-
cum L.) и семейства Brassicaceae – брокколи (Bras-
sica oleracea var. italica Plenck), мизуна (Brassica
rapa ssp. nipposinica (L.H. Bailey) Hanelt), рукола
(Eruca vesicaria ssp. sativa (Mill.) Thell.) и цветная
капуста (Brassica oleracea L. var. botrytis L.). Расте-
ния выращивали в камерах искусственного кли-
мата при температуре 23°С, освещении светоди-
одными лампами GL V300 (“LED Grow Light”,
КНР) с 270 мкмоль/(м2 с) фотосинтетически ак-
тивной радиации (ФАР), фотопериоде 16/8 ч при
ежедневном поливе полным питательным рас-
твором Хогланда-Арнона (рH 6.2−6.4). Брокколи,
мизуну и руколу выращивали в виде микрозелени
на кокосовых ковриках при поливе 50% питатель-
ным раствором. Пасленовые культуры и цветную
капусту в фазе 2–3 настоящих листьев, а брокко-
ли, мизуну и руколу, начиная с четвертых суток
после проращивания семян в темноте в течение 15
или 8 сут, соответственно, подвергали воздей-
ствию аномальных циклов день/ночь 24/12, 48/24,
96/48 и 120/60 ч. Кроме того, часть растений осве-
щали постоянно и с учетом длительности опыта
эти варианты обозначены как 360/0 ч для 15-днев-
ных опытов и 192/0 ч для 8-дневных опытов с мик-
розеленью. В качестве контрольных использова-
ли растения, находящиеся в течение всего опыта
в условиях фотопериода 16/8 ч. В контрольном
варианте (16/8 ч) и во всех вариантах свето-тем-
новых циклов (24/12, 48/24, 96/48 и 120/60 ч)
средний интеграл дневного освещения (ИДО) со-
ставлял 15.6 моль/(м2 сут), а при постоянном
освещении 23.3 моль/(м2 сут).

Содержание фотосинтетических пигментов
(хлорофилла a и b, каротиноидов) определяли с
помощью спектрофотометра СФ-2000 (“ОКБ
Спектр”, Россия), экстрагируя их 96% этиловым
спиртом и рассчитывая по известным формулам
[10]. Долю хлорофиллов светособирающего ком-
плекса (ССК) устанавливали исходя из того, что
весь хлорофилл b находится в ССК, а соотноше-
ние хлорофиллов а/b при этом составляет 1.2 [11].
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Для определения содержания антоцианов и
флавоноидов навески растительного материала
гомогенизировали в холодной смеси этанола и
1.5Н соляной кислоты с последующей 14-часовой
экстракцией в холодильнике в темноте. После
5 мин центрифугирования экстракта при 10000 g
и температуре +4°С определяли оптическую
плотность при 300, 350, 530 и 657 нм на спектро-
фотометре СФ 2000 (“ОКБ Спектр”, Россия).
При расчете содержания антоцианов учитывали
величину поглощения хлорофилла и продуктов
его распада при 657 нм. Содержание антоцианов
выражали в условных единицах как величины
(А530 – 0.25А657)/г сырой массы, а флавоноидов
UB – (А300/г сырой массы), UA – (А350/г сырой
массы) [12].

Для определения содержания перекиси водо-
рода навеску растительной ткани гомогенизиро-
вали на льду в 0.1% ТХУ, центрифугировали
15 мин при 12000 g и температуре 4°С. К 0.5 мл су-
пернатанта добавляли по 0.5 мл 10 мМ К-фосфат-
ного буфера (рН 7.0) и 1 мл 1 М KI. После 1 ч вы-
держивания смеси в холодильнике в темноте
определяли оптическую плотность при 390 нм на
спектрофотометре СФ 2000 (“ОКБ Спектр”, Рос-
сия) [13]. Содержание перекиси водорода рассчи-
тывали по стандартной концентрационной кри-
вой и выражали в мкмоль/г сырого веса.

Интенсивность перекисного окисления липи-
дов оценивали по содержанию малонового диаль-
дегила (МДА), содержание которого определяли
методом, основанным на реакции образования
триметинового комплекса с максимумом погло-
щения 532 нм при взаимодействии этих соедине-
ний с тиобарбитуровой кислотой [14].

В работе представлены средние значения из
пяти и более повторностей и их стандартные
ошибки. Достоверность различий между средни-
ми значениями определяли на основе дисперси-
онного анализа (LSD тест). Достоверными счита-
ли различия при уровне значимости Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Полученные результаты показывают, что в
условиях постоянного освещения (360/0 и 192/0 ч) у
всех исследованных видов растений, за исключе-
нием руколы, происходит значительное сниже-
ние содержания хлорофиллов (рис. 1a). У таких
чувствительных к круглосуточному освещению
пасленовых растений, как баклажан, томат и та-
бак, содержание хлорофилла снижалось на 40–
80%. У более устойчивого перца и крестоцветных
брокколи и мизуны снижение достигало 24%, а у
руколы отмечалось увеличение содержания хло-
рофилла на 18% по сравнению с контрольными
растениями. Соотношение хлорофиллов а/b уве-
личивалось или менялось незначительно, но с

тенденцией к увеличению (рис. 1б), а доля хлоро-
филла в ССК имела тенденцию к снижению (рис. 1в).
Содержание каротиноидов у всех видов, за ис-
ключением брокколи и цветной капусты, значи-
тельно снижалось (рис. 1г). Соотношение хлоро-
филлы/каротиноиды у большинства видов, за ис-
ключением мизуны и руколы, снижалось или
имело тенденцию к снижению (рис. 1д). Содер-
жание нефотосинтетических пигментов (антоци-
анов и флавоноидов) увеличивалось под действи-
ем постоянного освещения практически у всех
видов растений (рис. 2а, 2б). У всех растений в
той или иной степени наблюдалось увеличение
содержания перекиси водорода (рис. 3а) и МДА
(рис. 3б).

В условиях аномальных свето-темновых цик-
лов с ИДО равным таковому в контрольном вари-
анте у всех растений, за исключением мизуны, от-
мечено снижение содержания хлорофилла и уве-
личение содержания антоцианов и флавоноидов
(табл. 1, 2). В отношении содержания каротинои-
дов наблюдались разные реакции: снижение у ба-
клажанов, перца, брокколи и руколы; отсутствие
изменений или небольшое увеличение у табака,
томата и цветной капусты; и увеличение у мизу-
ны. При этом соотношение хлорофиллы/кароти-
ноиды снижалось. Также у всех видов отмечено
увеличение содержания перекиси водорода под
влиянием аномальных свето-темновых циклов
(табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
В многочисленных исследованиях, направ-

ленных на повышение эффективности фабрик
растений, доминируют работы, связанные с ма-
нипулированием световым фактором и поиском
наиболее оптимальных световых режимов (через
подбор интенсивности ФАР и спектрального со-
става света) для выращивания конкретных куль-
тур. Однако при этом крайне мало работ, направ-
ленных на изучение влияния на растения распре-
деления ИДО во времени. Между тем, учитывая
большую вариативность данного показателя, не-
трудно предположить, что манипулирование с
ИДО может открыть новые возможности для ре-
шения ключевых задач – снижения затрат на
единицу продукции и повышения пищевой цен-
ности растений. Данная постановка вопроса
определяла содержание первого этапа наших ис-
следований по выявлению свето-темновых цик-
лов, способных оказывать положительный эф-
фект как на фотосинтетический аппарат расте-
ний, успешная работа которого в значительной
степени определяет продуктивность растений,
так и на содержание вторичных метаболитов, ко-
торые во многом обеспечивают пищевую цен-
ность растениеводческих продуктов. Неслучайно
одной из главных задач производителей является
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получение продукции, которую можно использо-
вать в качестве функционального продукта (“func-
tional food”) для здорового питания. Поэтому уве-
личение в растениях содержания веществ, облада-
ющих антиоксидантной активностью, повышает

их ценность и делает продукт более полезным и
конкурентноспособным. Как следует из получен-
ных нами результатов, непрерывное освещение с
более высоким по сравнению с обычным 16-часо-
вым фотопериодом ИДО вызывает в растениях

Рис. 1. Содержание хлорофилла (а), отношение хлорофилл a/b (б), доля хлорофилла в ССК (в), содержание каротино-
идов (г) и отношение хлорофилл/каротиноиды в листьях растений в условиях фотопериода 16/8 ч (1) и при постоян-
ном освещении (2).

Х
ло

ро
ф

ил
л/

ка
ро

ти
но

ид
ы

Х
ло

ро
ф

ил
л 

a/
b

15

10

5

0

(д)

1.6

0.8
1.0
1.2
1.4

0.6
0.4
0.2

0

(г)

100

40

60

80

20

0

(в)

3

2

4

1

0

(б)

8
10
12
14

4
6

16

2
0

(а)

С
од

ер
ж

ан
ие

 х
л 

(a
 +

 b
),

м
г/

г 
су

хо
й 

м
ас

сы
Д

ол
я 

хл
ор

оф
ил

ла
в 

С
С

К
, %

С
од

ер
ж

ан
ие

 к
ар

от
ин

ои
до

в,
м

г/
г с

ух
ой

 м
ас

сы

Баклажан
Перец

Табак
Томат

Брокколи
Мизуна

Рукола Цветная
капуста



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

ВЛИЯНИЕ АНОМАЛЬНЫХ СВЕТО-ТЕМНОВЫХ ЦИКЛОВ 805

Рис. 2. Содержание антоцианов (а) и флавоноидов (б) в листьях растений в условиях фотопериода 16/8 (1) и при по-
стоянном освещении (2).

160

60

80

100

120

140

20

40

0

(б)

9

4
5
6
7
8

1

3
2

0

(а)

1 2С
од

ер
ж

ан
ие

 а
нт

оц
иа

но
в,

(A
53

0 
–

 0
.2

5A
65

7)
/

г 
сы

ро
й 

м
ас

сы
С

од
ер

ж
ан

ие
 ф

ла
во

но
ид

ов
,

A
30

0/
г 

сы
ро

й 
м

ас
сы

Баклажан
Перец

Табак
Томат

Брокколи
Мизуна

Рукола Цветная
капуста

Рис. 3. Содержание перекиси водорода (а) и МДА (б) в листьях растений в условиях фотопериода 16/8 (1) и при посто-
янном освещении (2).
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определенные фотопротекторные реакции. В за-
висимости от чувствительности у растений раз-
ных видов в той иной степени уменьшается со-
держание хлорофилла, приводящее к снижению
поглощения света на единицу площади листа, что
служит одним из механизмов защиты от избыточ-
ного освещения. Ранее нами было показано, что
если непрерывное освещение сочетается с более
низкой интенсивностью света, то есть не приво-
дит к увеличению количества полученных расте-
нием фотонов света, то реакция устойчивых рас-
тений, например, брокколи и мизуны, может
быть иной и количество хлорофилла может даже
увеличиваться [15]. У чувствительных к круглосу-
точному освещению пасленовых растений более
высокий ИДО не является в этом случае причи-
ной развития фотоповреждений, а уменьшение
содержания хлорофилла происходит даже если
ИДО не выше, чем обычно требуется растениям
при более коротких фотопериодах [16]. В условиях

постоянного освещения практически у всех изу-
ченных видов наблюдалось увеличение соотно-
шения хлорофиллов a/b в результате образования
в ФСII ССК меньшего размера, а также уменьше-
ние доли хлорофилла в ССК. В отношении кароти-
ноидов известно, что, помимо светособирающей,
фотохимической и структурной функций, они вы-
полняют фотопротекторную функцию, защищая
хлорофилл и другие компоненты фотосистем от
светового “перевозбуждения” [17]. Полифункци-
ональность каротиноидов связана с особенностя-
ми их строения. Каротиноиды входят в группу
терпеноидов, фотозащитная функция которых
обусловлена способностью дезактивировать ак-
тивные формы кислорода. Многочисленные ра-
боты показывают, что повышенное содержание
каротиноидов характерно для условий с высоким
уровнем инсоляции [18]. Однако при постоянном
освещении увеличение содержания каротинои-
дов происходит не всегда, а часто оно даже не-

Таблица 1. Влияние свето-темновых циклов на содержание фотосинтетических и нефотосинтетических пиг-
ментов растений семейства Solanaceae

Примечание. Различные буквы указывают на достоверность различий средних значений при P < 0.05.

Свето-темновой 
цикл, ч

Хлорофилл,
мг/г сухой массы

Каротиноиды,
мг/г сухой массы

Хлорофилл/
каротиноиды

Антоцианы, 
(А530 – 0.25А657)/ 

г сырой массы

Флавоноиды, 
А300/г сырой 

массы

Баклажан
16/8 17.1 ± 1.8 a 2.1 ± 0.3 a 8.1 ± 0.2 a 0.54 ± 0.04 b 22.2 ± 2.1 d
24/12 14.7 ± 0.3 b 1.8 ± 0.3 ab 8.1 ± 0.2 a 0.58 ± 0.11 a 22.4 ± 0.3 d
48/24 14.0 ± 2.8 b 1.8 ± 0.1 ab 7.6 ± 0.3 b 0.53 ± 0.05 b 37.1 ± 3.5 ab
96/48 12.3 ± 2.1 bc 1.8 ± 0.4 ab 7.6 ± 0.1 b 0.55 ± 0.04 b 40.6 ± 2.7 a

120/60 12.0 ± 0.9 c 1.6 ± 0.3 b 7.1 ± 0.1 c 0.51 ± 0.03 b 33.5 ± 2.9 b
Перец

16/8 19.9 ± 1.0 а 2.5 ± 0.2 a 8.1 ± 0.5 a 0.69 ± 0.04 b 24.6 ± 1.6 b
24/12 14.5 ± 1.2 b 1.9 ± 0.1 b 7.7 ± 0.2 ab 0.60 ± 0.08 b 29.0 ± 3.8 b
48/24 12.9 ± 0.8 bc 1.6 ± 0.1 c 7.9 ± 0.4 a 0.66 ± 0.05 a 36.6 ± 2.9 a
96/48 10.9 ± 3.3 c 1.5 ± 0.5c 7.2 ± 0.1 b 0.52 ± 0.06 c 34.0 ± 2.9 a

120/60 12.7 ± 1.7 bc 1.6 ± 0.1c 8.0 ± 0.3 a 0.61 ± 0.06 b 37.7 ± 3.6 a
Табак

16/8 9.9 ± 0.3 a 0.6 ± 0.15 c 8.5 ± 0.25 a 1.39 ± 0.14 a 106.5 ± 0.8 a
24/12 7.5 ± 0.6 b 0.7 ± 0.16 c 8.5 ± 0.21 a 1.00 ± 0.08 b 93.5 ± 7.4 a
48/24 4.5 ± 0.6 c 0.5 ± 0.26 c 8.8 ± 0.61 a 0.95 ± 0.21 b 97.3 ± 9.5 a
96/48 6.0 ± 1.1 bc 1.1 ± 0.1 b 7.1 ± 0.19 b 1.07 ± 0.18 b 87.7 ± 4.0 b

120/60 6.5 ± 0.3 b 1.5 ± 0.15 a 8.2 ± 0.15 a 0.90 ± 0.12 b 78.4 ± 9.9 c
Томат

16/8 19.6 ± 0.3 a 1.4 ± 0.1 a 8.3 ± 0.5 b 0.86 ± 0.13 c 33.9 ± 3.9 b
24/12 16.2 ± 1.2 b 1.3 ± 0.1 a 8.8 ± 1.1 a 0.87 ± 0.02 c 34.9 ± 1.3 b
48/24 10.3 ± 1.9 c 1.5 ± 0.1 a 8.8 ± 0.8 a 1.18 ± 0.07 b 34.9 ± 2.0 b
96/48 13.9 ± 2.0 bc 1.4 ± 0.1 a 9.5 ± 1.0 a 2.12 ± 0.30 a 41.8 ± 3.8 a

120/60 18.2 ± 5.7 a 1.4 ± 0.1 a 6.7 ± 0.2 c 2.15 ± 0.30 a 36.7 ± 3.4 b
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сколько снижается, что показано нами в данной
работе и ранее [15, 16, 19]. Важно, что при этом
практически всегда уменьшается соотношение
хлорофиллы/каротиноиды, что указывает на от-
носительно более высокую концентрацию каро-
тиноидов в пуле фотосинтетических пигментов, и
что способствует реализации их защитной функ-
ции в условиях избыточного освещения. Суще-
ственно также и то, что в условиях постоянного

освещения у всех изученных видов отмечено уве-
личение содержания антоцианов и флавоноидов.
Флавоноиды – большая группа фенольных вто-
ричных метаболитов, широко представленная в
растительном мире. Благодаря своей способно-
сти поглощать ультрафиолетовое излучение
(330–350 нм) и часть видимых лучей (520–560
нм), флавоноиды защищают растительные ткани
от избыточной радиации. Антоцианы, один из

Таблица 2. Влияние свето-темновых циклов на содержание фотосинтетических и нефотосинтетических пиг-
ментов растений семейства Brassicaceae

Примечание. Различные буквы указывают на достоверность различий средних значений при P < 0.05.

Свето-темновой 
цикл, ч

Хлорофилл, мг/г 
сухой массы

Каротиноиды,
мг/г сухой массы

Хлорофилл/
каротиноиды

Антоцианы,
(А530 – 0.25А657)/ г 

сырой массы

Флавоноиды, 
А300/г сырой 

массы

Брокколи
16/8 10.9 ± 0.6 a 1.25 ± 0.12 a 8.90 ± 0.71 a 1.00 ± 0.09 a 18.8 ± 1.6 b
24/12 6.5 ± 1.3 b 0.99 ± 0.17 ab 6.69 ± 0.40 b 1.07 ± 0.07 a 22.2 ± 1.7 a
48/24 7.0 ± 0.4 b 0.95 ± 0.02 b 7.36 ± 0.31 b 1.16 ± 0.15a 17.5 ± 1.5 b

Мизуна
16/8 5.7 ± 0.7 a 0.67 ± 0.01 c 8.43 ± 0.97 a 0.31 ± 0.03 c 16.7 ± 1.6 b
24/12 6.2 ± 0.2 a 0.94 ± 0.02 a 6.61 ± 0.27 b 0.56 ± 0.11 b 21.6 ± 2.8 a
48/24 6.0 ± 0.4 a 0.74 ± 0.06 b 8.33 ± 1.08 a 0.61 ± 0.06 a 19.9 ± 3.4 a

Рукола
16/8 8.1 ± 0.5 a 1.19 ± 0.05 a 6.79 ± 0.25 a 1.02 ± 0.11 b 16.1 ± 0.9 a
24/12 6.3 ± 0.4 b 0.95 ± 0.06 b 6.80 ± 0.46 a 1.28 ± 0.19 a 15.6 ± 0.7 a
48/24 5.6 ± 0.3 c 0.90 ± 0.08 b 6.59 ± 0.56 a 0.92 ± 0.10 b 15.5 ± 0.7 a

Цветная капуста
16/8 4.0 ± 0.2 a 0.3 ± 0.1 b 13.3 ± 2.4 a 1.77 ± 0.33 c 34.9 ± 1.9 d
24/12 4.7 ± 0.5 a 0.6 ± 0.1 a 8.2 ± 0.5 b 3.69 ± 0.58 b 67.8 ± 2.1 b
48/24 3.7 ± 0.7 b 0.5 ± 0.1 a 7.6 ± 0.4 b 4.50 ± 0.32 a 59.8 ± 5.7 c
96/48 3.0 ± 0.4 c 0.3 ± 0.1 b 9.3 ± 1.5 b 5.61 ± 0.65 a 76.7 ± 6.2 a

120/60 4.0 ± 0.6 a 0.5 ± 0.3 a 7.9 ± 0.4 b 5.36 ± 0.72 a 51.2 ± 5.2 c

Таблица 3. Содержание перекиси водорода (мкмоль/г сырой массы) в листьях растений, выращенных в услови-
ях разных свето-темновых циклов

Примечание. Различные буквы указывают на достоверность различий средних значений при P < 0.05; “−”− нет данных.

Вид растения
Свето-темновые циклы, ч

16/8 24/12 48/24 96/48 120/60

Баклажан 0.33 ± 0.04 c 0.38 ± 0.03 bc 0.41 ± 0.06 ab 0.47 ± 0.02 а 0.40 ± 0.01 b
Перец 0.40 ± 0.02 c 0.42 ± 0.02 c 0.44 ± 0.02 c 0.61 ± 0.02 a 0.53 ± 0.06 b
Табак 0.23 ± 0.02 c 0.31 ± 0.05 b 0.32 ± 0.07 ab 0.26 ± 0.04bc 0.36 ± 0.04 a
Томат 0.47 ± 0.02 c 0.62 ± 0.17 b 0.78 ± 0.11 a 0.69 ± 0.06 b 0.75 ± 0.07 a
Брокколи 0.64 ± 0.03 b 0.80 ± 0.07 a 0.63 ± 0.03 b − −
Мизуна 0.56 ± 0.02c 0.79 ± 0.05 a 0.65 ± 0.06 b − −
Рукола 0.50 ± 0.03 a 0.46 ± 0.03 a 0.52 ± 0.03 a − −
Цветная капуста 0.77 ± 0.03 b 0.88 ± 0.13 a 0.95 ± 0.06 a 0.83 ± 0.08 a 0.86 ± 0.09 a
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подклассов флавоноидов, участвуют в защите
хлоропластов растений от повышенной интен-
сивности света видимой области, выступая в ка-
честве своеобразного светового экрана, поглоща-
ющего избыточные фотоны и таким образом кон-
курируя с хлорофиллами за абсорбцию световой
энергии [20–24]. Это позволяет причислить их к
участникам нефотохимического защитного меха-
низма наряду с пигментами ксантофиллового
цикла [25]. Отмечено, например, что более эф-
фективно, чем каротиноиды, фотопротекторную
роль антоцианы выполняют при длительном дей-
ствии световых стрессов, а каротиноиды ксанток-
сантофиллового цикла, наоборот, при кратко-
срочных воздействиях [26]. Антоцианы также
участвуют в защите от ультрафиолетового излуче-
ния (УФ-В) [27, 28], хотя некоторые исследовате-
ли отдают ведущую роль в защите от УФ бесцвет-
ным флавоноидам [26, 29]. Однако пока вопрос о
том, какая функция является основной для фла-
воноидов и антоцианов – фотопротекторная или
антиоксидантная – остается открытым [30–34].
Для человека важной особенностью антоцианов
и флавоноидов является то, что они обладают
широким спектром полезных для здоровья
свойств, что делает “функциональные продукты”
с их повышенным содержанием все более попу-
лярными [35, 36].

Учитывая известные данные о влиянии круг-
лосуточного освещения на пигментный ком-
плекс, реакция растений на постоянное освеще-
ние, которое также можно считать аномальным
свето-темновым циклом, была ожидаема и может
объясняться как увеличением ИДО, так и быть
непосредственно результатом непрерывного по-
ступления света, обуславливающего непрерыв-
ность поступления светового сигнала, протека-
ния фотосинтеза и фотоокислительных процес-
сов. Реакции же растений на другие аномальные
свето-темновые циклы, которые обеспечивали
растения таким же ИДО, как в контроле, были
различны. В большинстве случаев растения де-
монстрировали признаки развития легкого окис-
лительного стресса и, соответственно, изменения
в пигментном комплексе, направленные на за-
щиту от избыточного света, хотя суммарно за вре-
мя опыта растения и не получали избытка фото-
нов света. Вероятно, фотозащитные реакции раз-
вивались в ответ на длительное (24, 48, 96 и 120 ч)
действие света в первой части свето-темнового
цикла. Кроме того, режимы свето-темновых цик-
лов были такими, что растения могли освещаться
во время скотофильной фазы и наоборот, во время
фотофильной фазы могла быть темнота. По-види-
мому, такие режимы поступления света способны
приводить к рассогласованию эндогенных (цир-
кадных) биоритмов с внешним циклом свет/тем-
нота, что также может вызывать неспецифиче-
ские защитные реакции,

В целом наши данные показывают, что чув-
ствительность растений к тем или иным световым
воздействиям достаточно видоспецифична и осо-
бенно это проявляется в ответных реакциях с об-
разованием защитных метаболитов, что подтвер-
ждается и литературными данными. Например,
постоянное освещение микрозелени амаранта и
листовой капусты приводило к увеличению у них
содержания фенольных соединений и антоцианов,
а также к усилению антиоксидантной активности,
но в этих же условиях биохимический состав зеле-
ного и фиолетового базилика не изменялся [37].
Поэтому для повышения эффективности, уро-
жайности и качества растений, оценка их реак-
ции на освещение и условия выращивания долж-
на быть выполнена для каждого вида.

Наконец, из полученных нами результатов
следует, что с помощью определенных аномаль-
ных свето-темновых циклов можно вызывать та-
кие изменения в пигментном комплексе, кото-
рые будут сопровождаться повышением содержа-
ния определенных групп пигментов. При этом
увеличение ИДО не является обязательным усло-
вием для запуска у растений фотозащитных реак-
ций, приводящих к выработке определенных фи-
тохимических веществ, которые могут являться
ценными метаболитами, повышающими пищевую
ценность растений. В рамках дальнейших иссле-
дований крайне важно будет установить физио-
лого-биохимические, а затем молекулярно-гене-
тические механизмы, лежащие в основе реакции
растений на аномальные свето-темновые циклы.
Их установление должно стать надежной научной
основой для достижения значительного прогрес-
са в обеспечении в современных условиях продо-
вольственной безопасности в целом и биологиче-
ской безопасности продуктов питания в частности.

Исследования выполнены при финансовой
поддержке гранта Российского научного фонда
(проект № 23-16-00160) на научном оборудова-
нии Центра коллективного пользования Феде-
рального исследовательского центра “Карель-
ский научный центр Российской академии наук”.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов. Авторы заявляют об отсутствии
конфликта интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Despommier D. The vertical farm: feeding the world in

the 21st centure. Thomas Dunne Books: New York,
NY, USA, 2010.

2. Kozai T., Nui G., Takagaki M. Plant Factory: An Indoor
Vertical Farming System for Efficient Quality Food
Production; AcademicPress: Cambridge, MA, USA,
2015. 516 p.

3. van Delden S.H., Sharathkumar M., Butturini M.,
Graamans L.J.A., Heuvelink E., Kacira M., Kaiser E.,



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

ВЛИЯНИЕ АНОМАЛЬНЫХ СВЕТО-ТЕМНОВЫХ ЦИКЛОВ 809

Klamer R.S., Klerkx L., Kootstra G., Loeber A.,
Schouten R.E., Stanghellini C., van Ieperen W., Ver-
donk J.C. et al. Current status and future challenges in
implementing and upscaling vertical farming systems //
Nature Food. 2021. V. 2. P. 944. 
https://doi.org/10.1038/s43016-021-00402-w

4. Kozai T., Niu G. Role of the plant factory with artificial
lighting (PFAL) in urban areas // Plant Factory: An In-
door Vertical Farming System for Efficient Quality
Food Production / Eds. T. Kozai et al. Academic Press:
London, UK. 2020. P. 7.

5. Chen Xl., Li Yl., Wang Lc., Yang Qc., Guo Wz. Respons-
es of butter leaf lettuce to mixed red and blue light with
extended light/dark cycle period // Sci. Rep. 2022.
V. 12. P. 6924. 
https://doi.org/10.1038/s41598-022-10681-3

6. Bowsher C.G., Long D.M., Oaks A., Rothstein S.J. Effect
of light/dark cycles on expression of nitrate assimilatory
genes in maize shoots and roots // Plant Physiol. 1991.
V. 95. P. 281. 
https://doi.org/10.1104/pp.95.1.281

7. Chang A.C., Yang T.Y., Riskowskic G.L. Ascorbic acid,
nitrate, and nitrite concentration relationship to the 24
hour light/dark cycle for spinach grown in different
condition // Food Chem. 2013. V. 138. P. 382. 
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.10.036

8. Kurata H., Achioku T., Furusaki S. The light/dark cycle
operation with an hour-scale period enhances caffeine
production by Coffea arabica, cells // Enzyme Microb.
Technol. 1998. V. 23. P. 518. 
https://doi.org/10.1016/S0141-0229(98)00081-7

9. Chen X.L., Yang Q.C. Effects of intermittent light expo-
sure with red and blue light emitting diodes on growth
and carbohydrate accumulation of lettuce // Sci. Hor-
tic. 2018. V. 234. P. 220. 
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2018.02.055

10. Lichtenthaler H.K., Wellburn A.R. Determinations of
total carotenoids and chlorophylls a and b of leaf ex-
tracts in different solvents // Biochem. Soc. Trans.
1983. V. 603. P. 591. 
https://doi.org/10.1042/bst0110591

11. Lichtenthaler H.K. Chlorophylls and carotenoids: Pig-
ment of photosynthetic biomembranes // Methods En-
zymol. 1987. V. 148. P. 350. 
https://doi.org/10.1016/0076-6879(87)48036-1

12. Kolupaev Y.E., Fisova E.N., Yastreb T.O., Ryabchun N.I.,
Kirichenko V.V. Effect of hydrogen sulfide donor on an-
tioxidant state of wheat plants and their resistance to
soil drought // Russ. J. Plant Physiol. 2019. V. 66. P. 59. 
https://doi.org/10.1134/S1021443719010084

13. Velikova V., Edreva A. Oxidative stress and some antiox-
idant system in acid rain-treated bean plants: Protective
role of exogenous polyamines // Plant Sci. 2000. V. 151.
P. 59. 
https://doi.org/10.1016/S0168-9452(99)00197-1

14. Heath R.L., Packer L. Photoperioxidation in isolated
chloroplasts I. Kinetics and stoichiometry of fatty acid
peroxidation // Arch. Biochem. Biophys. 1968. V. 125.
P. 189.

15. Shibaeva T.G., Rubaeva A.A., Sherudilo E.G., Titov A.F.
Continuous lighting increases yield and nutritional val-
ue and decreases nitrate content in Brassicaceae micro-

greens // Russ. J. Plant Physiol. 2023. V. 70. P. 118. 
https://doi.org/10.1134/S1021443723601337

16. Shibaeva T.G., Mamaev A.V., Sherudilo E.G., Titov A.F.
The role of photosynthetic daily light integral in plant
response to extended photoperiods // Russ. J. Plant
Physiol. 2022. V. 69. P. 7. 
https://doi.org/10.1134/S1021443722010216

17. Llorente B., Martinez-Garcia J., Stange C., Rodriguez-
Concepcion M. Illuminating colors: regulation of carot-
enoid biosynthesis and accumulation by light // Curr.
Opin. Plant Biol. 2017. V. 37. P. 49. 
https://doi.org/10.1016/j.pbi.2017.03.011

18. Маслова Т.Г., Марковская Е.Ф., Слемнев Н.Н.
Функции каротиноидов в листьях высших расте-
ний (обзор) // Журн. общ. биол. 2020. Т. 81. С. 297. 
https://doi.org/0.31857/S0044459620040065

19. Shibaeva T.G., Sherudilo E.G., Rubaeva A.A., Titov A.F.
Continuous LED lighting enhances yield and nutri-
tional value of four genotypes of Brassicaceae micro-
greens // Planta. 2022. V. 11. P. 176. 
https://doi.org/10.3390/plants11020176

20. Smillie R.M., Hetherington S.E. Photoabatement by an-
thocyanin shields photosynthetic systems from light
stress // Photosynthetica. 1999. V. 36. P. 451. 
https://doi.org/10.1023/A:1007084321859

21. Steyn W.J., Wand S.J.E. Anthocyanins in vegetative tis-
sues: a proposed unified function in photoprotection //
New Phytol. 2002. V. 155. P. 349. 
https://doi.org/10.1046/j.1469-8137.2002.00482.x

22. Timmins G.S., Holbrook N.M., Field T.S. Le rouge et le
noir: Are anthocyanins plant melanins? // Adv. Bot.
Res. 2002. V. 37. P. 17. 
https://doi.org/10.1016/S0065-2296(02)37041-1

23. Nielsen S.L., Simonsen A.M. Photosynthesis and pho-
toinhibition in two differently coloured varieties of Ox-
alis triangularis − the effect of anthocyanin content //
Photosynthetica. 2011. V. 49. P. 346. 
https://doi.org/10.1007/s11099-011-0042-y

24. Trojak M., Skowron E. Role of anthocyanins in high-light
stress response // World Sci. News. 2017. V. 81. P. 150.

25. Макаревич А.М., Шутова А.Г., Спиридович Е.В., Ре-
шетников В.Н. Функции и свойства антоцианов
растительного сырья // Труды БГУ. 2010. Т. 4. С. 1.

26. Havaux M., Kloppstech K. The protective functions of
carotenoid and f lavonoid pigments against excess vis-
ible radiation at chilling temperature investigated in
Arabidopsis npq and tt mutants // Planta. 2001. V. 213.
P. 953. 
https://doi.org/10.1007/s004250100572

27. Olsson L., Veit M., Weissenböck G., Bornman J. Differ-
ential flavonoid response to enhanced UV-B radiation in
Brassica napus // Phytochemistry. 1998. V. 49. P. 1021.

28. Alexieva V., Sergiev I., Mapelli S., Karanov E. The effect
of drought and ultraviolet radiation on growth and
stress markers in pea and wheat // Plant, Cell Environ.
2001. V. 24. P. 881. 
https://doi.org/10.1046/j.1365-3040.2001.00778.x

29. Lois R., Buchanan B.B. Severe sensitivity to ultraviolet
radiation in an Arabidopsis mutant deficient in f lavo-
noid accumulation. II. Mechanisms of UV-resistance
in Arabidopsis // Planta. 1994. V. 194. P. 504.



810

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

ШИБАЕВА и др.

30. Neill S.O., Gould K.S., Kilmartin P.A., Mitchell K.A.,
Markham K.R. Antioxidant capacities of green and cy-
anic leaves in the sun species, Quintinia serrata //
Funct. Plant Biol. 2002. V. 29. P. 1437. 
https://doi.org/10.1071/FP02100

31. Neill S.O., Gould K.S. Anthocyanins in leaves: light at-
tenuators or antioxidants? // Funct. Plant Biol. 2003.
V. 30. P. 865. 
https://doi.org/10.1071/FP03118

32. Zang K.-M., Yu H.-J., Shi K., Zhou Y.-H., Yu J.-Q.,
Xia X.-J. Photoprotective roles of anthocyanins in Be-
gonia semperflorens // Plant Sci. 2010. V. 179. P. 202. 
https://doi.org/10.1016/J.PLANTSCI.2010.05.006

33. Zhang T.-J., Chow W.S., Liu X.-T., Zhang P., Liu N.,
Peng C.-L. A magic red coat on the surface of young
leaves: Anthocyanins distributed in trichome layer pro-
tect Castanopsis fissa leaves from photoinhibition //
Tree Physiol. 2016. V. 36. P. 1296. 
https://doi.org/10.1093/treephys/tpw080

34. Zhu H., ZhangTJ., Zheng J. Anthocyanins function as a
light attenuator to compensate for insufficient photo-
protection mediated by nonphotochemical quenching
in young leaves of Acmena acuminatissima in winter //
Photosynthetica. 2018. V. 56. P. 445. 
https://doi.org/10.1007/s11099-017-0740-1

35. Kumar S., Pandey A. K. Chemistry and biological activ-
ities of f lavonoids: an overview // Sci. World J. 2013.
Article ID 162750. 
https://doi.org/10.1155/2013/162750

36. Pojer E., Mattivi F., Johnson D., Stockley C.S. The case
for anthocyanin consumption to promote human
health: a review // Comp. Rev. Food Sci. Food Saf.
2013. V. 12. P. 483. 
https://doi.org/10.1111/1541-4337.12024

37. Lanoue J., St. Louis S., Little C., Hao X. Continuous
lighting can improve yield and reduce energy costs
while increasing or maintaining nutritional contents of
microgreens // Front. Plant Sci. 2022. V. 13: 983222. 
https://doi.org/10.3389/fpls.2022.983222



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ, 2023, том 70, № 7, с. 811–822

811

ВЛИЯНИЕ РЕГУЛЯТОРОВ РОСТА И РАЗЛИЧНЫХ СПЕКТРОВ 
МОНОХРОМАТИЧЕСКОГО ИЗЛУЧЕНИЯ НА РОСТОВЫЕ

И БИОСИНТЕТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ КАЛЛУСНОЙ КУЛЬТУРЫ 
Ipomoea batatas (L.) Lam.1

© 2023 г.   Ю. А. Югайa, *, О. В. Грищенкоa, Е. А. Васюткинаa, В. П. Григорчукa,
Е. Н. Чухломинаa, Ж. Л. Цыденешиеваa, О. Д. Кудиноваa, Ю. Л. Ярошенкоa, А. И. Дегтяренкоa, 

Е. П. Субботинb, В. П. Булгаковa, Ю. Н. Кульчинb, Ю. Н. Шкрыльa

aФедеральный научный центр биоразнообразия наземной биоты Восточной Азии
Дальневосточного отделения Российской академии наук, Владивосток, Россия

bФедеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт автоматики
и процессов управления Дальневосточного отделения Российской академии наук, Владивосток, Россия

*e-mail: yuya1992@mail.ru
Поступила в редакцию 25.09.2023 г.

После доработки 09.11.2023 г.
Принята к публикации 13.11.2023 г.

В работе изучили влияние регуляторов роста растений, а также воздействие монохроматического
излучения различного спектрального состава на рост и накопление вторичных метаболитов в кал-
лусной культуре овощного батата (Ipomoea batatas L.). Установлено, что аналоги ауксинов в низ-
ких концентрациях (0.5 мг/л) значительно стимулируют прирост биомассы клеток, при этом эф-
фект 4-хлорфеноксиуксусной кислоты (4-ХФУК) был более выражен (стимуляция в 16 раз), чем у
2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) (стимуляция в 13.5 раз). Как увеличение концентра-
ции 2,4-Д и 4-ХФУК в среде, так и добавление цитокинина, 6-бензиламинопурина (БАП), при-
водило к существенному ингибированию роста культур (до 3 раз). В отличие от 2,4-Д, добавле-
ние 4-ХФУК приводило к 8-кратному повышению в культивируемых клетках суммарного со-
держания полифенольных соединений. Активирующее влияние 4-ХФУК на биосинтетические
характеристики культуры клеток I. batatas сохранялось и при внесении БАП, тогда как увеличение
концентрации 4-ХФУК приводило к нивелированию активирующего действия. Монохроматиче-
ское излучение – белый, красный (660 и 630 нм), желтый, зеленый, синий (440 и 460 нм) свет инги-
бировали рост (до 1.5 раз) и суммарное накопление вторичных метаболитов в клетках I. batatas (до
1.8 раз). При этом белый, яркий синий и красный спектры дифференцировано активировали обра-
зование отдельных соединений – 3,4-ди-кофеилхинной кислоты и 3-ферулоил-5-кофеилхинной
кислота. Таким образом, мы установили, что как аналоги ауксина, так и спектральное излучение
проявляют различное влияние на ростовые и биосинтетические характеристики культуры I. batatas.

Ключевые слова: Ipomoea batatas, клеточная культура, регуляторы роста растений, монохроматиче-
ское излучение, вторичный метаболизм, кофеилхинные кислоты
DOI: 10.31857/S0015330323600808, EDN: BGODUV

ВВЕДЕНИЕ
Овощной батат (Ipomoea batatas L.) является

продовольственной культурой, возделываемый
преимущественно в странах Южной Америки и

Азии. I. batatas занимает 7 место в мире по объему
производства после пшеницы, риса, кукурузы,
картофеля, ячменя и маниоки [1]. Помимо пита-
тельной ценности, растения I. batatas синтезиру-
ют обширный спектр ценных вторичных метабо-
литов, включая антоцианы, каротиноиды, смесь
фенольных кислот, прежде всего кофейную, хло-
рогеновую и производные кофеилхинной кисло-
ты [2]. Изомеры кофейной кислоты, такие как
хлорогеновая кислота (ХГК), моно- и ди- кофе-
илхинные кислоты (КХК) обладают противоопу-
холевой, антиоксидантной, гепатопротекторной,
антидиабетическими и другими свойствами [2, 3].

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330323600808 для авторизованных поль-
зователей.
Сокращения: 4-ХФУК – 4-хлорфеноксиуксусная кислота;
2,4-Д – 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота; БАП – 6-бен-
зиламинопурин; ХГК – хлорогеновая кислота; 3,4-, 3,5- и
4,5-ди-КХК – 3,4-, 3,5- и 4,5-ди-кофеилхинные кислоты,
соответственно; 3-К-5-КХК – 3-кафеоил-5-кумароилхинная
кислота; 3-Ф-5-КХК – 3-ферулоил-5-кофеилхинная кис-
лота; 3-К-5-ФХК – 3-кафеоил-5-ферулоилхинная кислота.
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Например, было высказано предположение, что
3-КХК снижает риск развития диабета 2 типа за
счет активации аденозинмонофосфат киназы
(AMPK), в которой AMPK выступает в роли пе-
реключателя между расходом и производством
АТФ [4]. Однако в большинстве фармакологиче-
ских исследований в качестве источника КХК ис-
пользовался кофе, что ограничивало масштабиро-
вание и интерпретацию результатов. Поэтому кал-
лусная культура I. batatas, может служить моделью
для изучения способов регуляции метаболизма
ХГК, моно- и ди-КХК.

Ранее было показано, что в клубнеплодах
овощного батата содержится скополин, который
относится к кумаринам – классу фитохимиче-
ских веществ, обладающих значительной биоло-
гической активностью и широко используемых в
медицине и косметической промышленности [5].
Хотя многочисленные исследования показали,
что различные кумарины встречаются в природе у
нескольких видов растений, детали биосинтеза
кумаринов и его регуляции изучены недостаточ-
но хорошо. Ранее было показано, что кумарины
(преимущественно скополин и скополетин)
встречаются в корнях Arabidopsis thaliana, но до сих
пор ничего не известно о природной вариации их
накопления в этом модельном растении [5]. Об-
щее содержание полифенолов в клубнеплодах
было изучено в нескольких работах, однако полу-
ченные значения сильно отличались [6, 7]. Ши-
рокая вариабельность содержания полифенолов
в овощном батате связана с его генетическим раз-
нообразием [6]. На эту вариабельность также мо-
гут влиять такие факторы окружающей среды,
как тип почвы, ультрафиолетовое излучение, ко-
личество осадков, степень спелости, а также ме-
тод выращивания [8].

На сегодняшний день технология культуры
клеток растений является альтернативным источ-
ником природных соединений растительного
происхождения. Вторичные метаболиты, полу-
ченные из культур тканей, могут быть получены в
непрерывной системе производства и без эколо-
гических ограничений, поскольку физические
условия, такие как температура, световой режим,
доступность питательных веществ, pH и т.д., мо-
гут контролироваться в условиях in vitro [9]. Та-
ким образом, подбор подходящей культуральной
среды играет важную роль в производстве вто-
ричных метаболитов. Использование таких ком-
понентов среды, как макро- и микроэлементы,
витамины, углеводы (сахара), аминокислоты и в
особенности регуляторы роста растений, напри-
мер, цитокинины и ауксины, могут индуцировать
образование различных типов тканей и модули-
ровать их продуктивность [10]. Более того, произ-
водство фитокомпонентов может быть усилено с
помощью жасминовой и салициловой кислот [11],
ионов металлов [12], наночастиц металлов [13],

или физических воздействий [14], а также с приме-
нением метаболической инженерии [15]. Одним из
преимуществ использования фитогормонов явля-
ется быстрое транскрипционное перепрограмми-
рование, приводящее к согласованной активации
всех метаболических путей только в тот момент,
когда это необходимо [16]. Несмотря на это, суще-
ственным недостатком их использования является
снижение роста и жизнеспособности клеток [17].
В качестве направленного способа регуляции био-
синтеза вторичных метаболитов обычно использу-
ют методы генной инженерии. Однако этот подход
требует глубокого понимания экспрессии генов,
участвующих в биосинтезе и времени для получе-
ния трансгенных клеточных линий [18]. Другим
недостатком использования трансгенных клеточ-
ных культур растений является нестабильность
экспрессии генов в процессе культивирования.
Описаны случаи понижения биосинтеза резвера-
трола в течение длительного периода культивиро-
вания rolB-экспрессирующей клеточной культуры
Vitis amurensis [19]. И, наоборот, сообщалось, что
культивирование rolA-экспрессирующих каллусов
R. cordifolia в течение 10 лет демонстрировали не
только стабильный рост, но и сохранили способ-
ность к сверхпродуктивности антрахинонов [20].

Среди физических воздействий свет является
важным фактором, влияющим на ростовые ха-
рактеристики и продукцию вторичных метаболи-
тов [21]. В отличие от традиционных источников
флуоресцентного света, используемых в культурах
in vitro, светодиоды имеют множество преиму-
ществ, включая монохроматический спектр,
меньшее количество выделяемого тепла и эконо-
мичность [22]. Качество света и специфичность
длины волны способствовали биосинтезу метабо-
литов у многих видов растений [23]. Было показано,
что синий свет активировал рост и накопление
фенольных кислот в клетках лимонника китай-
ского (совместно с ди-бензоциклооктадиеновы-
ми лигнанами) [24], фенольных соединений в
каллусах Gynura procumbens [25]. Красный спектр
стимулировал продукцию флавоноидов и фе-
нольных соединений в клеточной культуре Witha-
nia somnifera [26]. Также известно, что зеленый
тормозил рост культуры in vitro Artemisia annua, а
синий свет, наоборот, активировал [27]. Bajwa с
соавт. [23] показали, что постоянный белый свет
обеспечил оптимальные условия для накопления
биомассы и флавоноидов в каллусах Moringa oleif-
era, а синий 460 нм активировал накопление хло-
рогеновой кислоты. Многочисленные отчеты по-
казали, что качество света влияет на морфологию
и физиологию растений, которые значительно
колеблются в зависимости от вида растений и
конкретных метаболитов. Поэтому использова-
ние света кажется простым и экономически вы-
годным процессом для устойчивого производства
важных вторичных метаболитов.
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Применение культуры клеток как для науч-
ных, так и практических целей подразумевает оп-
тимизацию условий для роста и биосинтеза целевых
продуктов. Целью нашей работы было изучение
влияния различных регуляторов роста и спектров
монохроматического излучения на ростовые ха-
рактеристики и накопление вторичных метабо-
литов в каллусных культурах I. batatas.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клубнеплоды овощного батата I. batatas

“Taizhong” были приобретены у местного постав-
щика (Dalian Jia Wei Cheng International Trading
Co., Ltd.) и проращены в хорошо дренированной
песчаной почве (pH 6–6.5) в условиях искус-
ственного освещения 16/8 (день/ночь) при 25°C.
Листья 40-дневных растений овощного батата ис-
пользовали для индукции каллуса. Листья стерили-
зовали в течение 10 мин в 5% растворе гипохлорита
натрия и затем трижды промывали в стерильной
дистиллированной воде. Дезинфицированные
экспланты переносили на МС-среду [28], содер-
жащую 6 г/л агара, 25 г/л сахарозы. Индукцию
каллусообразования проводили на питательных
средах с добавлением 1 мг/л 2,4-Д. Для изучения
влияния фитогормонов на рост биомассы и про-
филь вторичных метаболитов в среды добавляли
растительные гормоны: 2,4-Д (0.5 или 2 мг/л), а
также 4-ХФУК и БАП (1 мг/л) (“Merck”, Герма-
ния) и пассировали в течение четырех циклов.
Каллусы культивировали в темноте при 25 ± 1°С,
пересадку проводили каждые 28 дней. Для всех
экспериментов использовали равные навески
клеточной биомассы по 150 мг.

Характеристику ростовых показателей прово-
дили путем измерения веса сырой биомассы каж-
дые 7 дней.

Индекс роста рассчитывали по формуле:

где m0 и mmax начальная и максимальная (на 28 день
цикла) масса каллуса, соответственно.

Удельную скорость роста рассчитывали по
формуле:

где Х2 и Х1 – значения критерия роста в момент
времени t2 и t1, соответственно. Удельную ско-
рость роста расчитывали для экспоненциальной
фазы роста.

Время удвоения биомассы рассчитывали по
формуле:

где ln(2) – натуральный логарифм числа 2 (при-
ближенно 0.6931), μ – удельная скорость роста.

= max 0 0–( ) ,I m m m

( ) ( )μ = 2 1 2 1ln – ln – ,Х Х t t

( )= μудв ln 2 ,Т

Процент оводненности рассчитывали по фор-
муле:

где Wсв – вес свежей ткани, Wсух – вес сухой ткани.
Жизнеспособность культур клеток определяли

посредством окрашивания клеток прижизнен-
ным красителем 0.1% раствора метиленового си-
него (“Merck”, Германия). Для подсчета живых
(неокрашенных) и мертвых (окрашенных) клеток
использовали световой микроскоп AxioScope 40
(“Carl Zeiss”, Германия).

Влияние света на ростовые характеристики и
накопление вторичных метаболитов каллусами
овощного батата проводили с использованием
светодиодных источников освещения разного
спектрального состава: полихромного белого (Б),
монохромного глубокого красного (ГК, 660 нм),
красного (К, 630 нм), желтого (Ж, 600 нм), зеле-
ного (З, 514 нм), синего (С, 460) и яркого синего
(ЯС, 440 нм). Источники освещения были уста-
новлены в специальный бокс с отдельными сек-
циями, стенки которого были оклеены светоот-
ражающим алюминиевым покрытием для рав-
номерного рассеивания света [29].
Интенсивность излучения измеряли спектрофо-
тометром TKA-Спектрум (НТП “ТKА”, Россия),
в эксперименте она составляла 49 мкМ фото-
нов/(м2 с). В данном эксперименте выращивание
каллусных культур в темноте при 25 ± 1°С прини-
мали за контроль.

Пробы для аналитической высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) готови-
ли из 50 мг высушенной и измельченной каллу-
сной ткани. В работе применяли два различных
способа высушивания биомассы: с помощью бы-
тового дегидратора для овощей Polaris PFD 1005
(“Texton corporation LLC”, Китай) или лабора-
торного вакуумного концентратора Eppendorf
Concentrator plus (“Eppendorf”, Германия) при
30°C в течение 2 ч. Экстракцию проводили 80%
раствором метилового спирта. Гомогенаты обра-
батывали в ультразвуковой бане при 40°C в тече-
ние 30 мин, затем инкубировали в течение 20 ч в
темноте при комнатной температуре. Получен-
ные экстракты центрифугировали в течение
15 мин при 15000 g (“Beckman Coulter Microfuge”
22R, США). Надосадочную жидкость очищали с
помощью 0.45 мкм фильтра (нейлон, Millipore,
“Bedford”, MA, США) и затем использовали для
ВЭЖХ-анализа.

ВЭЖХ анализ полученных экстрактов прово-
дили на хроматографе 1260 Infinity (“Agilent”,
США) как описано ранее [21]. Хроматографиче-
ское разделение проводили на аналитической ко-
лонке Zorbax C18 (150 × 2.1 мм, 3.5 мкм, “Agilent”,
США) при 40°С. УФ-спектры записывали в диа-
пазоне длин волн λ от 200 до 400 нм с использова-

( ) = ×св сух свОводненность % –(( ) ) 100,W W W
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нием детектора на диодной матрице G1315D
(“Agilent”, США). Подвижная фаза состояла из
раствора муравьиной кислоты (0.1%) в деионизи-
рованной воде (А) и ацетонитрила (Б). Градиент-
ное элюирование проводили со скоростью потока
растворителей 0.2 мл/мин: 0 мин 5% Б; 20 мин
30% Б; 30 мин 100% Б. УФ-сигнал для количе-
ственного определения записывали при λ = 325 нм.
Расчет количественного содержания отдельных
компонентов экстрактов производили методом
абсолютной градуировки с использованием ана-
литических стандартов (Дополнительные матери-
алы, рис. S1) (хлорогеновая кислота и цинарин,
“Sigma-Aldrich”, США) как описано ранее [21].
Масс-спектрометрические данные получали с
использованием тандемного масс-спектрометра
Bruker HCT ultra PTM Discovery System (“Bruker
Daltonik”, GmbH, Германия) оснащенного ион-
ной ловушкой. Расчет количественного содержа-
ния отдельных компонентов экстрактов произво-
дили методом абсолютной калибровки с исполь-
зованием аналитических стандартов: скополетин
(“Serva-Feinbiochemica”, Германия), хлорогено-
вая кислота и цинарин (“Sigma-Aldrich”, США)
как описано ранее [21].

Определение ростовых параметров, содержа-
ния вторичных метаболитов и жизнеспособности
клеток проводили в трех биологических повтор-
ностях. Полученные данные обрабатывали с ис-
пользованием пакета “Statistica” версии 13.0. Для
сравнения средних более двух независимых вы-
борок использовали дисперсионный анализ
(ANOVA) по критерию наименьшей значимой
разницы Фишера (LSD). Парные сравнения про-
водили с помощью t-критерия Стьюдента. Кри-

тический уровень значимости при проверке ста-
тистических гипотез составлял Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Регуляторы роста являются неотъемлемым

элементом питательных сред для стимуляции де-
ления и роста растительных клеток в условиях
in vitro. Пролиферация растительных клеток ока-
зывает влияние на формирование биомассы кал-
луса, что в свою очередь имеет значение для про-
дукции ценных вторичных метаболитов. Чтобы
определить оптимальное сочетание и концентра-
цию гормонов для клеточной культуры I. batatas,
проводили культивирование каллусов в течение
28 дней на средах, содержащих регуляторы роста
ауксиновой природы: 4-хлорфеноксиуксусную
кислоту (4-ХФУК) и 2,4-дихлорфеноксиуксус-
ную кислоту (2,4-Д) как отдельно, так и в комби-
нации с 6-бензиламинопурином (БАП).

Наибольший индекс роста клеточной культу-
ры был зарегистрирован на средах, содержащих
0.5 мг/л 2,4-Д или 4-ХФУК, и составил 13.57 и
16.08, соответственно (табл. 1). Однако следует
отметить, что 4-ХФУК оказала более выраженное
стимулирующее воздействие на накопление сы-
рой биомассы по сравнению с 2,4-Д. При этом
повышение концентрации этих ауксинов в пита-
тельной среде до 2 мг/л приводило к обратному
эффекту – снижению индекса роста в 2 и 1.7 раза,
соответственно. Совместное применение 0.5 мг/л
2,4-Д или 4-ХФУК с БАП вызвало почти двукрат-
ное понижение индекса роста культур по сравне-
нию с действием этих ауксинов без добавления
цитокинина. Наибольшая удельная скорость ро-

Таблица 1. Характеристики роста каллусной культуры I. batatas при выращивании на средах с различными ком-
бинациями регуляторов роста.

Примечание: *4-ХФУК – 4-хлорфеноксиуксусная кислота; 2,4-Д – 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота; БАП – 6-бензил-
аминопурин. Средние значения, за которыми следует одна и та же буква, не различались по критерию наименьшей значимой
разницы Фишера (P < 0.05).

Содержание регуляторов 
роста в среде Индекс роста Удельная скорость 

роста, г/сут
Время удвоения 
биомассы, дни Оводненность, %

2,4-Д* (0.5 мг/л) 13.57 ± 1.02б 0.096 ± 0.0080аб 7.2 ± 0.6вг 91.4 ± 4.53а

2,4-Д (2 мг/л) 6.53 ± 0.51гд 0.072 ± 0.0068вг 9.6 ± 0.8аб 91.0 ± 3.68а

2,4-Д + БАП (0.5/1 мг/л) 6.98 ± 0.55г 0.074 ± 0.0070вг 9.3 ± 0.6аб 91.3 ± 4.12а

2,4-Д + БАП (2/1 мг/л) 5.2 ± 0.41д 0.065 ± 0.0061г 10.6 ± 0.8а 91.2 ± 3.87а

4-ХФУК (0.5 мг/л) 16.08 ± 1.24а 0.101 ± 0.0096а 6.8 ± 0.4г 90.9 ± 4.21а

4-ХФУК (2 мг/л) 9.56 ± 0.75в 0.084 ± 0.0069бв 8.2 ± 0.6бв 90.6 ± 3.74а

4-ХФУК + БАП (0.5/1 мг/л) 5.48 ± 0.43гд 0.066 ± 0.0052г 10.4 ± 0.8а 91.1 ± 3.96а

4-ХФУК + БАП (2/1 мг/л) 6.46 ± 0.51гд 0.072 ± 0.0068вг 9.7 ± 0.8аб 90.4 ± 4.1а
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ста 0.096 и 0.101 г/сут. была достигнута при выра-
щивании каллусов на среде, содержащей 0.5 мг/л
2,4-Д или 4-ХФУК, соответственно (табл. 1).
Наиболее быстрое удвоение биомассы каллусной
культуры – 6.8 и 7.2 дней мы наблюдали при ис-
пользовании 0.5 мг/л 4-ХФУК или 2,4-Д, соот-
ветственно (табл. 1). Интересно, что увеличение
концентрации этих гормонов или использование в
комбинации с БАП приводило к снижению удель-
ной скорости роста и времени удвоения биомас-
сы каллусов до 1.5 раз. Показатели оводнености
каллусных культур, на всех протестированных
средах достоверно не отличались (табл. 1).

Для изучения динамики роста клеток мы про-
водили измерение биомассы каждые 7 дней в те-
чение всего периода культивирования (рис. 1).
Было отмечено, что на всех типах сред лаг-фаза
длилась 3–4 сут. После чего следовала фаза экс-
поненциального роста, которая продолжалась
25 дней, сменялась стадией замедления, а после
четырех недель культивирования клетки вступа-
ли в стационарную фазу. Интересно, что на сре-
дах, содержащих 0.5 мг/л 2,4-Д или 4-ХФУК, всего
через 2 нед. культивирования происходило 10-крат-
ное увеличение биомассы клеток. При этом дру-
гие сочетания гормонов обеспечивали 4–8 крат-
ный рост биомассы не менее, чем через 2 нед.
культивирования.

Физиологическое состояние каллусных куль-
тур оценивали с использованием окрашивания
клеток прижизненным красителем метиленовым
синим. По окончании 4 нед. культивирования мы
наблюдали высокий уровень жизнеспособности
клеток, составляющий 70–80% (рис. 2). Отмече-
но, что клеточная культура, выращенная на среде
с добавлением 0.5 мг/л 4-ХФУК, имела более од-
нородную форму и размер клеток, а также облада-
ла максимальным процентом живых клеток, по
сравнению с другими вариантами питательной
среды. На основании полученных результатов
можно заключить, что аналог ауксина 4-ХФУК в
концентрации 0.5 мг/л является оптимальным
стимулятором роста каллусной культуры I. batatas.
Поэтому все дальнейшие эксперименты прово-
дились на каллусных тканях, выращенных на
МС-среде с добавлением 0.5 мг/л 4-ХФУК.

С использованием ВЭЖХ-УФ-МС(/МС) в не-
очищенных экстрактах I. batatas были детектиро-
ваны и охарактеризованы восемь соединений по-

Рис. 1. Динамика роста каллусной культуры I. batatas,
выращенной на питательных средах с различным со-
четанием и концентрацией регуляторов роста: 1 –
2,4-Д (0.5 мг/л), 2 – 2,4-Д (2 мг/л), 3 – 2,4-Д + БАП
(0.5/1 мг/л), 4 – 2,4-Д + БАП (2/1 мг/л), 5 – 4-ХФУК
(0.5 мг/л), 6 – 4-ХФУК (2 мг/л), 7 – 4-ХФУК + БАП
(0.5/1 мг/л), 8 – 4-ХФУК + БАП (2/1 мг/л).
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Рис. 2. Микрофотографии клеток каллусных культур I. batatas, выращенных на питательных средах с различным со-
четанием и концентрацией регуляторов роста: (а) – 2,4-Д (0.5 мг/л), (б) – 2,4-Д (2 мг/л), (в) – 2,4-Д + БАП (0.5/1 мг/л),
(г) – 2,4-Д + БАП (2/1 мг/л), (д) – 4-ХФУК (0.5 мг/л), (е) – 4-ХФУК (2 мг/л), (ж) – 4-ХФУК + БАП (0.5/1 мг/л),
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лифенольной природы (рис. 3; Дополнительные
материалы, табл. S1). Семь из них – это произ-
водные кофейной и хинной кислот: 1 – хлороге-
новая кислота (ХГК), 3-5 – 3,4-, 3,5-, 4,5-ди-ко-
феилхинные кислоты (ди-КХК) соответственно,

6 – 3-кафеоил-5-кумароилхинная кислота (3-К-5-
КХК), 7 – 3-ферулоил-5-кофеилхинная кислота
(3-Ф-5-КХК), 8 – 3-кафеоил-5-ферулоилхинная
кислота (3-К-5-ФХК) [21]. Соединение 2 было
идентифицировано благодаря его УФ-спектру
(Дополнительные материалы, рис. S2) сходному со
спектром стандартного образца скополетина и
подтверждено масс-спектрометрическими данны-
ми (Дополнительные материалы, рис. S3) и опре-
делено как скополин (глюкозид скополетина).

Влияние способов сушки
на содержание вторичных метаболитов

Прежде чем приступить к изучению действия
различных факторов на вторичный метаболизм
I. batatas, мы решили определить влияние усло-
вий сушки биомассы каллусов на содержание в
них целевых метаболитов. Высушивание каллу-
сных клеток в токе горячего воздуха с помощью
бытового дегидратора является наиболее рас-
пространенным способом пробоподготовки рас-
тительной биомассы. Однако воздействие кис-
лорода воздуха может способствовать окисли-
тельным процессам, тогда как использование
вакуумного концентратора позволяет избежать
прямого контакта образца с воздухом. Было
установлено, что в пробах, высушенных в обыч-
ном дегидраторе общее содержание полифено-
лов в 2 раза превышало значения образцов, при-
готовленных с использованием вакуумного кон-
центратора (рис. 4; Дополнительные материалы,
рис. S4). При этом использование вакуумного
концентратора способствовало более высокому
содержанию скополина. Интересным является и

Рис. 3. Хроматографический профиль вторичных метаболитов (ВЭЖХ, 325нм) экстрактов каллусной культуры I. bata-
tas, выращенной в контрольных условиях.
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Рис. 4. Влияние условий сушки биомассы каллусов
I. batatas на содержание вторичных метаболитов: 1 –
вакуумный концентратор, 2 – бытовой дегидратор.
ХГК – хлорогеновая кислота; 3,4-, 3,5- и 4,5-ди-
КХК – 3,4-, 3,5- и 4,5-ди-кофеилхинные кислоты,
соответственно; 3-К-5-КХК – 3-кафеоил-5-кумаро-
илхинная кислота; 3-Ф-5-КХК – 3-ферулоил-5-ко-
феилхинная кислота; 3-К-5-ФХК – 3-кафеоил-5-
ферулоилхинная кислота; СМ – сухая масса клеток.
* – указывает на достоверность различий средних
значений по t-критерию Стьюдента (P < 0.05).
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тот факт, что метод сушки не оказал значительного
влияния на содержание 4,5-ди-КХК и 3-К-5-КХК.
В связи с выявленными особенностями, всю
дальнейшую пробоподготовку осуществляли в
дегидраторе.

Влияние регуляторов роста на накопление 
вторичных метаболитов в культуре I. batatas

Метаболический профиль каллусных культур
I. batatas при воздействии различных сочетаний и
концентраций гормонов в целом имел схожий со-
став (табл. 2). Во всех образцах преимущественно
обнаружены такие соединения как ХГК, 3,5-ди-
КХК и скополин (Дополнительные материалы,
рис. S5). Исключение составляли лишь каллусы,
выращенные на средах с повышенным содержа-
нием 2,4-Д, накопление вторичных метаболитов
в которых оказалось практически полностью ин-
гибировано. Подобная тенденция прослежива-
лась и в отношении 4-ХФУК: повышение кон-
центрации гормона снижало выход вторичных
соединений в 9 раз. Наибольшее содержание по-
лифенолов отмечено на средах с добавлением
0.5 мг/л 4-ХФУК как отдельно, так и в сочетании
с БАП. Интересно отметить, что в присутствии
2,4-Д данный цитокинин способствовал актива-
ции вторичного метаболизма, тогда как в сочета-
нии с 4-ХФУК, напротив, приводил к снижению
продуктивности культивируемых клеток I. bata-
tas. В то же время БАП в равной степени подавлял
рост культур в присутствии обоих ауксинов.

Влияние спектров монохроматического излучения 
на ростовые и биосинтетические характеристики 

клеточной культуры I. batatas

Далее мы изучили влияние монохроматиче-
ского света различных спектров на рост биомассы
и накопление вторичных метаболитов в каллусах
I. batatas. В качестве контроля в данном экспери-
менте использовали культуру, выращенную в
темноте. В целом, все спектры излучения вызы-
вали значимое снижение индекса роста каллу-
сных клеток I. batatas (рис. 5). Наибольший по-

Таблица 2. Содержание вторичных метаболитов в каллусной культуре I. batatas, выращенных на питательных
средах с различным сочетанием и концентрацией регуляторов роста.

Примечание: *4-ХФУК – 4-хлорфеноксиуксусная кислота; 2,4-Д – 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота; БАП – 6-бензил-
аминопурин, **ХГК – хлорогеновая кислота; 3,4-, 3,5- и 4,5-ди-КХК – 3,4-, 3,5- и 4,5-ди-кофеилхинные кислоты, соответ-
ственно; 3-К-5-КХК – 3-кафеоил-5-кумароилхинная кислота; 3-Ф-5-КХК – 3-ферулоил-5-кофеилхинная кислота; 3-К-5-
ФХК – 3-кафеоил-5-ферулоилхинная кислота, н.о., соединение не обнаружено. Средние значения, за которыми следует од-
на и та же буква, не различались по критерию наименьшей значимой разницы Фишера (P < 0.05).

Содержание 
вторичных 

метаболитов,
мг/г сухой массы

2,4-Д*
(0.5 мг/л)

2,4-Д
(2 мг/л)

2,4-Д + БАП
(0.5/1 мг/л)

2,4-Д + БАП
(2/1 мг/л)

4-ХФУК
(0.5 мг/л)

4-ХФУК
(2 мг/л)

4-ХФУК + БАП
(0.5/1 мг/л)

4-ХФУК + БАП
(2/1 мг/л)

ХГК** 0.12 ± 0.013бв н.о. 0.18 ± 0.024б н.о. 0.46 ± 0.060а 0.09 ± 0.010в 0.41 ± 0.059а 0.10 ± 0.009в

3,4-ди-КХК 0.03 ± 0.004вг н.о. 0.04 ± 0.004в н.о. 0.24 ± 0.023а 0.02 ± 0.003г 0.09 ± 0.009б 0.02 ± 0.002г

3,5-ди-КХК 0.44 ± 0.054г 0.03 ± 0.003д 0.94 ± 0.118в 0.03 ± 0.003д 4.29 ± 0.575а 0.41 ± 0.005г 2.53 ± 0.292б 0.34 ± 0.045г

4,5-ди-КХК 0.04 ± 0.004в н.о. 0.04 ± 0.005в н.о. 0.21 ± 0.029а 0.02 ± 0.003г 0.10 ± 0.014б 0.02 ± 0.002г

3-К-5-КХК 0.04 ± 0.005д н.о. 0.06 ± 0.007гд н.о. 0.21 ± 0.027а 0.08 ± 0.009вг 0.14 ± 0.015б 0.06 ± 0.007гд

3-Ф-5-КХК 0.02 ± 0.002г н.о. 0.05 ± 0.005в н.о. 0.18 ± 0.019а 0.01 ± 0.001г 0.11 ± 0.013б 0.02 ± 0.001г

3-К-5-ФХК 0.02 ± 0.002г н.о. 0.04 ± 0.004в н.о. 0.19 ± 0.021а 0.01 ± 0.001г 0.11 ± 0.013б 0.01 ± 0.001г

Скополин 0.12 ± 0.013в н.о. 0.23 ± 0.029б н.о. 0.56 ± 0.062а 0.08 ± 0.009г 0.27 ± 0.028б 0.13 ± 0.016в

Сумма 0.82 ± 0.097г 0.03 ± 0.003д 1.58 ± 0.185в 0.03 ± 0.003д 6.34 ± 0.761а 0.71 ± 0.085г 3.75 ± 0.443б 0.69 ± 0.081г

Рис. 5. Индекс роста каллусных культур I. batatas
под воздействием различных спектров освещения.
Конт – темнота; Б – белый; ГК – глубокий красный;
К – красный; Ж – желтый; З – зеленый; С – синий;
ЯС – яркий синий. * – указывает на достоверность
различий средних значений по t-критерию Стью-
дента (P < 0.05).
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давляющий эффект отмечен при использовании
белого и синего спектров.

Воздействие света также приводило к сниже-
нию накопления вторичных метаболитов (рис. 6;
Дополнительные материалы, рис. S6). В каллусах,
выращенных в контрольных условиях, содержа-
ние КХК было максимальным и составило
6.1 мг/г сухой массы. Содержание производных
КХК в каллусах под воздействием зеленого и глу-
бокого красного спектров было снижено в 1.8 и
1.6 раз, соответственно, по сравнению с контро-
лем. Пониженное содержание КХК также наблю-
далось в каллусах, выращенных под воздействием
синего и яркого синего спектров освещения, од-
нако разница с контролем в них не была статисти-
чески достоверна. Все типы монохромного излуче-
ния значительно снижали содержание скополи-
на с наиболее выраженным влиянием глубокого
красного и синего спектров освещения. Инте-
ресно, что воздействие света на накопление од-
ного из минорных компонентов клеточной куль-
туры I. batatas, 3,4-ди-КХК, отличалось. Так бе-
лый и ярко синий спектры вызвали двукратное
увеличение содержания данного соединения, в то
время как другие типы спектров не оказывали су-

щественного влияния на накопление вторичных
метаболитов. Подобное дифференцированное
воздействие отмечено также для 3-Ф-5-КХК, со-
держание которого увеличилось в 1.8 раза только
под воздействием красного спектра света, в то
время как зеленый свет достоверно снижал ее со-
держание. Стоит отметить, что два красных и два
синих варианта освещения, хотя и имеют разницу
всего в 30 и 20 нм, соответственно, значительно
отличались по своему воздействию на синтез
практически всех изученных производных ХГК.

ОБСУЖДЕНИЕ

Овощной батат является одним из ключевых
культурных растений в мировом аграрном секторе.
Изучение сладкого картофеля с позиции физио-
логии и биотехнологии растений открывает но-
вые возможности для оптимизации его качеств,
устойчивости к болезням и стрессам, а также
улучшения питательных характеристик. Приме-
нение клеточных культур в этом контексте имеет
ряд преимуществ. Клеточные культуры являются
альтернативной модельной системой для изуче-
ния молекулярных и клеточных реакций на раз-

Рис. 6. Влияние различных спектров освещения на синтез вторичных метаболитов в клеточной культуре I. batatas:
(а) – ХГК, (б) – 4,5-ди-КХК, (в) – 3-К-5-ФХК, (г) – 3,4-ди-КХК, (д) – 3-К-5-КХК, (е) – скополин, (ж) – 3,5-ди-
КХК, (з) – 3-Ф-5-ХК, (и) – сумма вторичных метаболитов. Конт – темнота; Б – белый; ГК – глубокий красный;
К – красный; Ж – желтый; З – зеленый; С – синий; ЯС – яркий синий. * – указывает на достоверность различий
средних значений по t-критерию Стьюдента (P < 0.05).
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личные абиотические и биотические стрессы [21].
Накопление вторичных метаболитов в растениях
подвержено влиянию многих внешних факторов,
что затрудняет их использование для получения
ценных вторичных метаболитов. В то же время
клеточные культуры, рост которых осуществляет-
ся в контролируемых условиях, являются ста-
бильным и воспроизводимым источником актив-
ных соединений [30].

В настоящей работе изучено влияние гормо-
нальных и спектральных условий культивирова-
ния на ростовые и биосинтетические характери-
стики клеточной культуры овощного батата, как
продуцента соединений полифенольной приро-
ды – производных КХК. Анализ ростовых харак-
теристик каллусной культуры I. batatas в присут-
ствии различных регуляторов роста показал су-
щественные различия. Наличие в среде 0.5 мг/л
4-ХФУК или 2,4-Д в качестве ауксинов вызывало
двукратное повышение индекса роста каллусной
культуры по сравнению с другими сочетаниями и
концентрациями фитогормонов. При этом было
показано, что каллусы I. batatas сортов Пурпл,
Jewel и Порто Рико демонстрировали наилучшую
пролиферацию на МС-среде в присутствии 1 мг/л
НУК [31]. Цитокинин БАП оказывал ингибирую-
щее влияние на рост культуры, как в комбинации
с 4-ХФУК, так и с 2,4-Д при всех изученных кон-
центрациях ауксинов. Ранее было показано, что
2.6 мкМ 4-ХФУК эффективнее стимулировали
пролиферацию каллусных клеток Ananas comosus
по сравнению с 2,4-Д [32]. Вероятно, высокая эф-
фективность 4-ХФУК может быть связана с более
высокой скоростью поглощения и метаболизма
по сравнению с 2,4-Д. Ранее было показано, что
время мобилизации 2,4-Д в тканях растений зна-
чительно уступает другими ауксинами [33]. Отли-
чия в скорости реакции известны и для других
ауксинов, например, 1-нафтилуксусная кислота
действует в шесть раз быстрее, чем индолил-3-ук-
сусная кислота [34]. Помимо активирующего эф-
фекта на ростовые параметры присутствие в среде
0.5 мг/л 4-ХФУК способствовало максимальному
суммарному накоплению вторичных метаболи-
тов, которое в 2–6 раз превышало другие сочета-
ния и концентрации гормонов. Было показано,
что содержание производных кофейной кислоты
в каллусах козельца лучистого (Scorzonera radiata)
достигало 27.95 мкг/г сухой массы клеток [35], что
в 4.4 раза выше их содержания в каллусной куль-
туре I. batatas. В тоже время в каллусной культуре
артишока испанского (Cynara cardunculus) про-
дукция этих метаболитов составляла всего
1.5 мг/г сухого веса [36]. Содержание скополина в
каллусной культуре, выращенной в присутствии
4-ХФУК, в 10 раз превышало его содержание в
клубнеплодах I. batatas (0.058 мг/г от сухой мас-
сы) [4]. Стоит отметить, что несмотря на то, что
высокие дозы 4-ХФУК и 2,4-Д (2 мг/л) оказывали

схожее влияние на пролиферацию клеток, их эф-
фект на биосинтетический потенциал I. batatas
отличался и выражался в практически полном
ингибировании накопления вторичных соедине-
ний под действием 2,4-Д. Этот результат указыва-
ет на существенное различие в действии данных
ауксинов на ростовые и биосинтетические харак-
теристики культуры овощного батата. Интересно,
что подобный эффект фитогормонов был ранее
описан в культуре якорцев стелющихся (Tribulus
terrestris). Авторы обнаружили, что 2,4-Д способ-
ствовал более активному росту клеток, тогда как
1-нафтилуксусная кислота индуцировала цито-
дифференцировку и накопление вторичных со-
единений [37].

В то же время влияние спектрального излуче-
ния на вторичный метаболизм клеточных культур
в настоящее время изучено еще недостаточно.
Полученные нами результаты свидетельствуют об
общей ингибирующей активности спектров осве-
щения в отношении роста и накопление вторич-
ных метаболитов в каллусной культуре овощного
батата. Эти данные согласуются с результатами
предыдущих экспериментов, в которых было по-
казано, что воздействие салициловой, жасмино-
вой кислот и нитропруссида натрия оказывает ак-
тивирующее влияние на вторичный метаболизм
I. batatas, в то время как физические воздействия
способствуют его ингибированию [21]. При этом
в данном исследовании мы установили, что раз-
личные типы светового излучения действовали
на физиологические и биохимические параметры
клеток по-разному. Например, наибольшее ин-
гибирующее действие на пролиферацию клеток
отмечено для синего и белого спектра, тогда как
эффект зеленого и красного света был выражен
не так значительно. В то же время в отношении
суммарного содержания вторичных метаболитов
именно действие зеленого спектра привело к
максимальному ингибированию. Свет различной
интенсивности и спектра является важным ин-
дуктором морфогенеза и фотосинтеза [14]. Оче-
видно, в условиях темноты данные процессы от-
сутствуют (или их уровень низок), в результате
чего каллусные клетки могут переключаться на
альтернативные метаболические пути, включая
пути синтеза вторичных метаболитов. Таким об-
разом, как и в случае с аналогами ауксина, прояв-
ляется альтернативное влияние различных спек-
тров на ростовые и биосинтетические характери-
стики культуры. Более того, разный спектр света
оказывал дифференцированное влияние и на об-
разование отдельных производных КХК. Было
отмечено, что белый и яркий синий свет способ-
ствовали двукратному увеличению концентрации
3,4-ди-КХК. В то время как красный, единствен-
ный из всех испытанных спектров, вызывал по-
чти двукратное увеличение накопления 3-Ф-5-КХК.
Аналогичное действие на вторичный метаболизм
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были отмечены ранее при коротком воздействии
белого света на каллусную культуру Flacourtia in-
dica [38]. В работе Szopa с соавт. [24] показано, что
синий свет вызывал трехкратное увеличение (до
0.47 мг/г сухой массы) ХГК и других фенольных
соединений в каллусах Schizandra chinensis. Более
того, красный свет способствовал накоплению
ХГК до 11.6 мг/г сухого веса в каллусах Withania
somnifera [26]. Различные производные КХК мо-
гут проявлять специфичные фармакологические
свойства. Например, в экспериментах in vivo уста-
новлено, что 3,5-ди-КХК снижала дефицит обу-
чения и памяти в модели ускоренного старения
SAMP8 [39], а различные сочетания отдельных
ди-КХК в разной степени улучшали когнитивные
способности в модели патологии, связанной с на-
коплением амилоидов-β у мышей [40]. Таким об-
разом, дифференцированное влияние отдельных
спектральных излучений можно использовать
для направленной активации отдельных актив-
ных соединений. Например, в случае с клеточной
культурой I. batatas белый, яркий синий и крас-
ный спектры можно рассматривать как эффек-
тивные физические факторы активации образо-
вания 3,4-ди-КХК и 3-Ф-5-КХК.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (№ 22-24-00082). Исследова-
ние выполнено с использованием оборудования
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Методом ВЭЖХ-МС определен состав тритерпеновых гликозидов в разных тканях клеточных ли-
ний (PgR ‒ ризогенная и PgG ‒ геммогенная) in vitro и корней интактных растений женьшеня на-
стоящего (Panax ginseng C.A. Meyer), выращиваемых на плантациях в Приморском крае Российской
Федерации. Обнаружено и охарактеризовано более 60 тритерпеновых гликозидов. Максимальное
содержание гинзенозидов идентифицировано в листьях геммогенной линии. Общее количество
гинзенозидов в эмбриональной ткани линии PgG было ниже, по сравнению со всеми другими ис-
следованными образцами, в основном, за счет количества протопанаксадиолов. Во всех частях ли-
нии PgR содержание протопанаксатриола Re было в два раза выше, по сравнению с корнем интакт-
ного растения. В базальной части каллусов PgR и PgG обнаружено высокое содержание протопа-
наксатриолов и олеаноловых гинзенозидов. Таким образом, морфогенные клеточные линии
повторяют не только паттерн качественного состава гинзенозидов, по сравнению с отдельными ча-
стями нативных корней и листьев, но и увеличивают их разнообразие и количество.

Ключевые слова: Panax ginseng, гинзенозиды, женьшень, культура клеток растений, морфогенная
культура, тритерпеновые гликозиды
DOI: 10.31857/S0015330323601036, EDN: ATLJPG

ВВЕДЕНИЕ

Женьшень настоящий (Panax ginseng C.A. Meyer)
является одной из визитных карточек Дальнего
Востока России. Несомненна его роль и в эконо-
мике Азиатско-Тихоокеанского региона, как
ценного лекарственного и промышленного рас-
тения [1]. На рынок продукции с добавлением
экстрактов женьшеня постоянно выходят новые
товары как отечественного, так и зарубежного
производства. Для женьшеня характерными и ос-
новными биологически активными веществами
являются тритерпеновые гликозиды (сапонины),
имеющие общее групповое наименование – гин-

зенозиды. Гинзенозиды обладают различными
терапевтическими эффектами: противовоспали-
тельным, противоаллергическим, антиоксидант-
ным, антидиабетическим и противоопухолевым
[2, 3]. На сегодняшний день известно более 300
различных гинзенозидов из разных видов жень-
шеня [2, 3]. Основное значение имеют гинзено-
зиды с тетрациклическими агликонами даммара-
нового ряда – 20(S)-протопанаксадиолом (PPD)
и 20(S)-протопанаксатриолом (PPT), и производ-
ные окотиллола (Oct) – продукта дополнитель-
ной модификации боковой цепи даммаранового
скелета [3]. Кроме того, фармакологически важ-
ными являются тритерпеновые гликозиды, име-
ющие пентациклический агликон – олеаноловая
кислота (Ole) [3, 4]. В современной медицине при
разработке фармакологических препаратов ис-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330323601036 для авторизованных поль-
зователей.

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



824

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

ГОРПЕНЧЕНКО и др.

пользуется одно активное вещество, чье действие
тщательно исследуется на протяжении долгого
периода времени. В случае женьшеня, исследова-
ния обычно сосредоточены на изучении одного
определенного вещества из группы гинзенозидов
для выявления механизмов, определяющих его
терапевтическую активность [3]. В этом случае
возникает проблема выделения индивидуальных
гинзенозидов в количествах, достаточных для
биологических испытаний.

У растений биосинтез и накопление вторич-
ных метаболитов связаны с различными типами
клеток, включая эпидермис, эндодерму, пери-
цикл, паренхиму флоэмы, ситовидные элементы
флоэмы и клетки-компаньоны, специализиро-
ванный мезофилл и др. В настоящее время для
фитохимического анализа тритерпеновых гликози-
дов в образцах цветочных бутонов, листьев, корне-
вищ и корней интактных растений Panax spp. в
основном используются различные варианты
жидкостной хромато-масс-спектрометрии с
ионизацией электрораспылением (ВЭЖХ- или
УВЭЖХ-МС и т.д.) [5–8]. Только использование
таких чувствительных и селективных методов
как, например, ВЭЖХ-МС позволяет продуктив-
но и точно проводить рутинный анализ разных
образцов женьшеня и продуктов из него, каждый
из которых может содержать десятки (а в некото-
рых случаях и сотни) индивидуальных гинзенози-
дов [2, 9].

Культивируемые in vitro растительные клетки
являются альтернативой плантационным и дико-
растущим растениям, используемым для получе-
ния конечного продукта – очищенных биологи-
чески активных веществ, индивидуальных или в
составе смесей. В асептических условиях также
можно культивировать сами растения (микро-
клоны), ткани или органы растений, в которых
накапливаются целевые метаболиты. Например,
известны случаи промышленного использова-
ния культур корней разных видов Panax для по-
лучения гинзенозидов [9, 10], микроклонов
Trigonella spp. ‒ для наработки производных дио-
сгенина, листьев Catharanthus roseus ‒ для выделе-
ния винбластина, культуры клеток Dioscorea del-
toidea ‒ для получения стероидных гликозидов
[11, 12]. Особый интерес представляют разные ва-
рианты культур клеток растений – наиболее уни-
версальный и разнообразный тип культивируе-
мых in vitro растительных объектов. Известно, что
качественный и количественный состав вторич-
ных метаболитов в культивируемых in vitro дедиф-
ференцированных растительных клетках отлича-
ется от интактных растений [11, 13]. Культуры
клеток могут различаться по типу выращивания
(каллусные, суспензионные), продолжительно-
сти выращивания и физиологическим характери-
стикам (первичные, “молодые”, длительно выра-
щиваемые культуры), по способу выращивания

(выращивание в колбах, биореакторах) и т.д. При
этом каждый из вариантов культур клеток расте-
ний обладает своими уникальными свойствами и
физиолого-биохимическими особенностями. Та-
кое разнообразие культур клеток растений предо-
ставляет уникальную возможность для самых раз-
ных фундаментальных, практико-ориентирован-
ных исследований и создания новых технологий в
области изучения биологически активных ве-
ществ растений.

Методы биотехнологии позволяют получить
клеточные линии с преобладанием конкретных
групп вторичных метаболитов, изучать и направ-
лять процессы биосинтеза и накопления этих ве-
ществ [9]. В каллусных культурах, состоящих из
одного типа клеток, одной из проблем получения
целевых метаболитов может быть ограничение,
связанное с последовательным биосинтезом ве-
щества: когда предшественник синтезируется в
одном органе растения, а затем перемещается в
другой для завершения биосинтетических про-
цессов и/или накопления [12]. Это напрямую за-
висит от направления и характера развития диф-
ференцировки растительных клеток. В таких слу-
чаях практически невозможно производство
клеточных линий с высоким уровнем накопления
конечного вещества, т.к. отсутствуют высокоспе-
циализированные клетки, осуществляющие син-
тез промежуточных веществ [11]. С другой сторо-
ны, в клеточных линиях находят новые вещества
и/или формы/производные известных веществ,
которые не характерны и/или являются минор-
ными в интактных растениях [14, 15]. Эти особен-
ности клеточных культур требуют детального изу-
чения вторичного метаболизма в различных дли-
тельно культивируемых морфогенных клеточных
культурах, образующих отдельные ткани и органы.

Большинство работ по морфогенезу в клеточ-
ных линиях различных видов женьшеня нацеле-
ны на формирование соматических зародышей в
культуре тканей для размножения и получения
искусственных семян [10]. Исследования геммо-
генеза in vitro также направлены на успешную ре-
генерацию растений женьшеня [10]. Литератур-
ные данные по продукции гинзенозидов в геммо-
генных линиях ограничены [10]. Наибольшее
значение для получения высокого выхода гинзе-
нозидов имеет изучение ризогенных клеточных
культур при культивировании в биореакторах [10,
16]. В разных работах путем добавления различ-
ных элиситоров на разных вариантах питатель-
ных сред удалось достичь продукции общего ко-
личества основных гинзенозидов до 7.29 мг/г су-
хого веса и 29-кратного увеличения содержания
при контрольных значениях 2.07% [10]. Оценка
различных клеточных линий в этом случае велась
по основным группам гинзенозидов и отмечена
их нестабильность при долговременном культи-
вировании. Только в последнее время появились
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работы по поиску и характеристике минорных
соединений в длительно культивируемых недиф-
ференцированных клеточных линиях различных
видов женьшеня [14, 15, 17, 18]. Рассматриваются
возможности преобразования основных гинзено-
зидов в уникальные соединения в бактериальных
системах [19]. Эти работы ограничиваются недо-
статком знаний о продукции редких гинзенози-
дов не только в клеточных линиях, но и в интакт-
ных растениях. В настоящей работе впервые про-
анализирован качественный и количественный
состав тканей и органов длительно культивируе-
мых органогенных клеточных линий женьшеня
настоящего, сохраняющих свой морфогенный
потенциал, что послужит основой для выделения
и анализа минорных гинзенозидов.

Цель работы ‒ определение и анализ содержа-
ния гинзенозидов в двух морфогенных клеточных
линиях P. ginseng, которые поддерживаются в ак-
тивно растущем состоянии более 6 лет, с помо-
щью ВЭЖХ-МС в сравнении с корнями планта-
ционных растений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования. В качестве объектов ис-
следования использовали морфогенные клеточ-
ные линии PgR (ризогенная) и PgG (геммоген-
ная) Panax ginseng C.A. Meyer, культивируемые
более 6 лет, а также среднюю часть основных кор-
ней 6-летнего растения P. ginseng, выращенного
на плантациях в Приморском крае РФ и выко-
панного в конце августа 2021 г. Суммарные образ-
цы для экстрагирования клеточных линий были
отобраны с трех различных пассажей и из средней
части трех корней плантационных растений.

Получение культур клеток. Клеточные культу-
ры PgR и PgG были получены в лаборатории био-
технологии в 2017 г. из незрелых завязей женьшеня.
Для индукции побегообразования использовали
модифицированную питательную среду Chang и
Hsing [20], содержавшую ½ набор макросолей,
15 г/л сахарозы, 4.0 мг/л БАП и 0.5 мг/л ГК3. По-
средством постоянного мониторинга и селекции
первичного каллуса и кончиков корней были вы-
делены две морфогенные линии. Линия PgR че-
рез четыре месяца после переноса на среду, со-
держащую 1.0 мг/л индолил-3-маслянной кисло-
ты стала образовывать корни. Линия PgG через
три месяца после начала формирования почек и
листьев была перенесена на среду с фитогормона-
ми (0.5 мг/л БАП и 2.0 мг/л НУК). На момент ис-
следования линии установили стабильные фено-
типы, имея сезонные изменения в приросте био-
массы, в линии PgR развивались корни, в линии
PgG формировались листья.

Условия культивирования. Для культивирова-
ния клеточных линий использовали модифици-

рованную МС-среду [21]. Модификация МС-среды
заключалась в уменьшении содержания нитрата
аммония до 400 мг/л, количества микро- и макро-
солей – в два раза и дополнительном введении в
ее состав следующих компонентов: тиамина гид-
рохлорида (0.2 мг/л), пиридоксина гидрохлорида
(0.5 мг/л), никотиновой кислоты (0.5 мг/л), мезо-
инозита (100 мг/л), пептона (100 мг/л), сахарозы
(25–30 г/л), агара (6.0 г/л), а также фитогормонов
(4.0 мг/л БАП, 1.0 мг/л ИМК, 2.0 мг/л НУК),
рН 5.6–5.8 (до автоклавирования). Каллусные
культуры (PgR, PgG) выращивали в колбах объе-
мом 100 мл (объем МС-среды 30 мл) в темноте
при 25 ± 1°С, для PgG использовали 16-часовой
фотопериод (освещенность 2500 лк), относитель-
ная влажность воздуха 50–70%. Период между пе-
ресадками каллусных культур составлял 30 сут.
Для пересадки использовали фрагменты каллуса
размером 0.8 ± 0.1 см3.

Гистологический анализ. Для гистологического
исследования фрагменты морфогенных культур
величиной не более 0.5 см3 фиксировали смесью
4% формальдегида (объем 7 мл), этанола 70%
(объем 36 мл) и ледяной уксусной кислоты 7 мл
(фиксатор ФСУ) путем вакуумной инфильтра-
ции, обезвоживали, заливали парафином. Срезы
толщиной 5–10 мкм изготавливали с помощью
ротационного микротома HM 340E (Microm,
Thermo Scientific, Великобритания). Окраску сре-
зов проводили по Жинкиной и Вороновой [22].
В качестве красителя использовали альциановый
синий и гематоксилин. После гистохимической
окраски препараты изучали на световом микро-
скопе Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Германия).

Растворители и стандартные образцы. Ацето-
нитрил и метанол были получены от Merck (Гер-
мания). Муравьиная кислота была приобретена у
компании Sigma-Aldrich (Германия). Деионизи-
рованную воду очищали с помощью системы
очистки воды Milli-Q Simplicity (Millipore, Франция).
Стандартные образцы индивидуальных гинзено-
зидов (G-Rg1, G-Re, G-Rf, NG R2, G-Rb1, G-Rg2,
G-Rc, G-Ro, G-Rb2, G-F1, G-Rd, G-F2) для ка-
чественного анализа были предоставлены лабо-
раторией органического синтеза природных соеди-
нений Федерального государственного бюджетного
учреждения науки Тихоокеанского института
биоорганической химии им. Г.Б. Елякова Дальне-
восточного отделения Российской академии наук.
Стандартные образцы G-Rg3 и G-Rh1 (Sigma-Al-
drich, КНР) использовались для полуколиче-
ственной оценки содержания индивидуальных три-
терпеновых гликозидов в исследуемых образцах.

Подготовка проб для анализа тритерпеновых
гликозидов. Для анализа использовали морфоген-
ные линии на 20 сутки от начала пассажа с трех-
кратной повторностью и среднюю часть трех раз-
ных корней растений, выращенных на планта-
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ции. Лиофильно высушенный измельченный
растительный материал (100 мг) экстрагировали в
2 мл 80% (по объему) водного метилового спирта
в течение 30 мин с использованием ультразвука
(Ультразвуковая ванна “Сапфир-28,0 ТТЦ”, Рос-
сия) и выдерживали в течение 20 ч при комнатной
температуре без доступа света. Затем экстракты
центрифугировали при 15000 g в течение 10 мин
(Эппендорф, Германия), собирали супернатант и
остаток повторно экстрагировали тем же спосо-
бом. Супернатанты объединяли, фильтровали че-
рез нейлоновый фильтр с диаметром пор 0.45 мкм
(Millipore, Bedford, США) и использовали для
анализа.

Аналитическая хроматография и масс-спектро-
метрия. Профилирование тритерпеновых глико-
зидов проводили методом обращенно-фазовой вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии в
сочетании с тандемной масс-спектрометрией вы-
сокого разрешения (ОФ-ВЭЖХ-ВРМС(/МС)) с
использованием хромато-масс-спектрометра Shi-
madzu LCMS-IT-TOF (Shimadzu, Япония), осна-
щенного жидкостным хроматографом высокого
давления LC-20A Prominence и гибридным вре-
мяпролетным масс-спектрометром с ионной ло-
вушкой. Подвижная фаза состояла из растворов
муравьиной кислоты (0.1% по объему) в деиони-
зированной воде (А) и ацетонитриле (Б). Разделе-
ние компонентов экстрактов проводили на ана-
литической колонке Zorbax C18 (150 × 2.1 мм,
3.5 мкм, Agilent, США), уравновешенной в 10%
элюента Б и термостатированной при 30°С. Гра-
диентное элюирование проводили со скоростью
потока растворителей 0.2 мл/мин по следующей
схеме: от 10 до 50% Б за 50 мин, затем от 50 до 95% Б
за 10 мин, и 95% Б до 75 мин. Масс-спектромет-
рические данные получали в режиме ионизации
электрораспылением и одновременной регистра-
ции отрицательных и положительных ионов с
разрешением 12000. Диапазон регистрируемых
значений m/z (отношение массы к заряду) соста-
вил 400–1500, давление газа осушителя (N2) – 195 кПа,
поток газа распылителя (N2) – 1.5 л/мин, потен-
циал ионного источника менялся от –3.8 кВ до
4.5 кВ. Температура интерфейса составляла 200°С.
Тандемную масс-спектрометрию проводили с ис-
пользованием масс-спектрометра низкого разре-
шения Bruker HCT ultra PTM Discovery System
(Bruker Daltonik, GmbH, Германия), оснащенно-
го ионной ловушкой, в режиме ионизации элек-
трораспылением и регистрации отрицательных
ионов. Сигнал детектора записывали в автомати-
ческом режиме при постоянном напряжении
фрагментации 1.4 В.

Полуколичественную оценку содержания ин-
дивидуальных гинзенозидов рассчитывали, ис-
пользуя метод внешней калибровки против стан-
дартных образцов гинзенозидов двух эталонных

образцов G-Rg3 и G-Rh1 с концентрацией
100 мкг/мл. Анализ данных и построение диа-
грамм осуществлялось с помощью пакета про-
грамм Microsoft Excel 2016. Статистический ана-
лиз проводили с использованием программы Sta-
tistica 10.0 (StatSoft Inc., США) с использованием
апостериорного критерия защищенной наи-
меньшей значимой разницы (PLSD) Фишера,
уровень статистической значимости принимали
за P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфологическая и гистологическая характе-

ристика линий PgR и PgG. В течение 6 лет культи-
вирования клеточные линии женьшеня не меняли
свой фенотип, характеризуясь только сезонными
изменениями в приросте биомассы. В ризогенной
линии стабильно формировались корни с участка-
ми разрастания недифференцированной массы
клеток; из сформированных почек геммогенной
линии вырастали листья, периодически форми-
ровались соцветия (рис. 1а, 1б).

Линия PgR. Клеточная линия регенерировала
корни, не отличающиеся по своей морфологии от
трансформированных корней P. ginseng, образую-
щихся при культивации на жидких средах [23].
Корни имели светлый оранжево-коричневый
цвет и практически не образовывали латеральных
корней второго и третьего порядка (рис. 1а). Ин-
тересно отметить, что образование корней проис-
ходило из апексов более старых корней, на кото-
рых формировались утолщения. Это можно объ-
яснить наличием активной меристемы апекса
(рис. 1в). Молодые корни имели более светлую
окраску. В некоторых случаях начало формирова-
ния апекса боковых корней происходило на гра-
нице между эндодермой и центральным цилин-
дром корня, как и у боковых корней интактных
растений женьшеня. Внутри корешков находится
проводящая ткань (рис. 1д). Основная часть кле-
ток коры корня вакуолизируется и образует меж-
клетники, в которых происходит разрастание
каллусной ткани.

Линия PgG. Клеточная линия регенерировала
почки, из которых развивались листья с хорошо
сформированными черешком и листовой пла-
стинкой (рис. 1б). Размер листьев не превышал
2–3 см. Развитие почек происходило аналогично
развитию почек нативного растения первого года.
Субэпидермальные клетки меристематической
зоны, претерпевая несколько периклинальных и
антиклинальных делений, формировали мери-
стематический бугорок на поверхности твердого
каллуса. В дальнейшем на нем закладывались ли-
стовые примордии (рис. 1г) и апекс будущего по-
бега, образующие почку (рис. 1г). Таким образом,
в линии наблюдался постоянный процесс возоб-
новляемого геммогенеза (формирования почек).
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Периодически наблюдали формирование цветоч-
ных (генеративных) почек и соцветий. С течением
времени листья заканчивали вегетацию и отмира-
ли с поверхности основного плотного каллуса, на
котором формировались новые почки. Развития
корней в линии не происходило. Основание кал-
луса было представлено плотной тканью, большая
часть которой состояла из меристематических кле-
ток, расположенных в субэпидермальном слое (зо-
ны роста будущих почек и листьев) (рис. 1е).

Идентификация гинзенозидов, обнаруженных в
морфогенных клеточных линиях женьшеня и натив-
ных плантационных корнях. Более 60 тритерпено-
вых гликозидов были детектированы и охаракте-
ризованы с использованием ВЭЖХ-МС(/МС) в
исследуемых экстрактах нативного корня и мор-
фогенных линий P. ginseng. ВР-ВЭЖХ-МС хрома-

тографические профили по полному ионному то-
ку показаны на рис. 2.

Первоначально было изучено хроматографи-
ческое и масс-спектрометрическое поведение
14 стандартных образцов, из которых 12 (G-Rg1,
G-Re, G-Rf, NG-R2, G-Rb1, G-Rg2, G-Rc, G-Ro,
G-Rb2, G-F1, G-Rd, G-F2) были ранее выделены
и охарактеризованы в Федеральном государ-
ственном бюджетном учреждении науки Тихо-
океанском институте биоорганической химии
им. Г.Б. Елякова Дальневосточного отделения
Российской академии наук [24, 25]. Еще два соот-
ветствовали двум эталонным стандартам G-Rg3 и
G-Rh1 компании Sigma-Aldrich. На этом этапе
были оптимизированы параметры ВЭЖХ метода,
такие как температура термостата аналитической
колонки, состав подвижной фазы и профиль гра-

Рис. 1. Морфогенные клеточные линии PgR и PgG Panax ginseng: а – внешний вид ризогенной линии PgR, масштаб
1 см; б – внешний вид геммогенной линии PgG, масштаб 1 см; в – гистологический срез апекса корня линии PgR, мас-
штаб 500 мкм; г – гистологический срез почки с примордиями листьев линии PgG, масштаб 500 мкм; д – продольный
срез корня с проводящем пучком и меристемными клетками линии PgR, масштаб 500 мкм; е – продольный срез ос-
нования каллуса PgG с меристематическими клетками.

(a) PgR PgO(б)

(в)

(д) (е)

(г)



828

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

ГОРПЕНЧЕНКО и др.

диентного элюирования. Муравьиная кислота,
используемая как добавка к подвижной фазе, не
только улучшила разрешение и форму хромато-
графических пиков, но также усилила иониза-
цию, вызвала образование ионов-аддуктов, что
облегчило обнаружение и подтверждение моле-
кулярного иона. Для идентификации компонен-

тов экстрактов было решено использовать масс-
спектрометрию высокого разрешения (с ошибкой
определения брутто-формулы не более 8 мДа) с од-
новременной регистрацией отрицательных и по-
ложительных ионов (хромато-масс-спектрометр
Shimadzu LCMS-IT-TOF). В режиме полного ска-
нирования гинзенозиды определялись как депро-

Рис. 2. Хроматографические профили ВЭЖХ-МС анализа (полный ионный ток, регистрация отрицательных ионов)
неочищенных метанольных экстрактов из нативных корней и морфогенных линий Panax ginseng: а – нативный корень
(PgNroot); б – образец PgR-root; в – образец PgR-calli; г – образец PgG-leaves; д – образец PgG-calli. Нумерация пиков
на хроматограмме соответствует номерам веществ из табл. 1 (Дополнительные материалы).
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тонированные ионы [M–H]– и ионы-аддукты с
муравьиной кислотой [M + HCOO]– (всегда для
нейтральных гинзенозидов). Это часто подтвержда-
лось обнаружением натриевых аддуктов [M + Na]+

(табл. 1, Дополнительные материалы), причем
соотношения интенсивностей молекулярных
ионов и ионов-аддуктов были индивидуальны
для каждого компонента и сохранялись от анали-
за к анализу. Отрицательный режим сканирова-
ния оказался более чувствительным, тогда как
МС/МС спектры показали больше информации
о фрагментации ионов предшественников соста-
ва [M–H]– и/или [M + HCOO]–. Для получения
МС/МС спектров в настоящем исследовании ис-
пользовали масс-спектрометрию низкого разре-
шения (масс-спектрометр низкого разрешения
Bruker HCT ultra, функционирующий в режиме
регистрации отрицательных ионов и автоматиче-
ском выборе ионов-прекурсоров), благодаря его
высокой чувствительности и хорошо различи-
мым масс-спектрам в этом режиме. Характерный
путь фрагментации стандартных образцов был
полностью изучен и продемонстрировал картину,
как правило, соответствующую последователь-
ной потере гликозидных остатков до образования
ионов сапогенина/агликона (Agl) [Agl–H]–.
Условия фрагментации были оптимизированы
таким образом, чтобы получить сигнал ионов са-
погенина для каждого компонента за один цикл
анализа. Соответственно различные группы гин-
зенозидов хорошо дифференцировались и харак-
теризовались при помощи МС/МС спектров. Ос-
новные группы гинзенозидов, обнаруженных в
экстрактах ‒ производные протопанаксадиола
(PPD-тип), протопанаксатриола (PPT-тип) и
олеаноловой кислоты (Ole-тип). При МС/МС-
фрагментации эти гликозиды продуцировали ио-
ны сапогенинов: [PPD–H]– с m/z 459 (C30H51O3),
[PPТ–H]– с m/z 475 (C30H51O4) и [Ole–H]– с m/z
455 (C30H47O3) соответственно (табл. 1, Дополни-
тельные материалы). Также сахарные цепочки лег-
ко идентифицировались путем определения моле-

кулярной массы последовательных нейтральных
потерь от ионов [M–H]– (и/или [M + HCOO]–) до
ионов сапогенина [Agl–H]–, обычно это 162, 146,
132 и 176 Да, что в основном соответствует элими-
нированию дегидрированных остатков глюкозы
(Glc), рамнозы (Rha), пентозы (Pent), арабинопи-
ранозы (Arap), арабинофуранозы (Araf) или кси-
лозы (Xyl) и глюкуроновой кислоты (GlcA), соот-
ветственно (рис. 1–4, Дополнительные материалы).

В исследуемых объектах были обнаружены
2 ацетилированных (пики 45 и 54) и 18 малонили-
рованных производных гликозидов (пики 11, 13,
14, 29, 33, 36, 38, 39, 42, 43, 46, 49, 51, 53, 56, 57, 59
и 60), причем три из них идентифицированы как
дважды малонилированные (табл. 1, Дополни-
тельные материалы). Характерной особенностью
малонилированных производных, как и всех кис-
лых гинзенозидов, можно считать отсутствие в
отрицательном спектре полного сканирования
сигнала аддуктов с муравьиной кислотой и нали-
чие сигналов депротонированных ионов в паре с
ионами фрагментами состава [M–H]–, образо-
ванными благодаря нейтральной потере СО2 [4].
Причем интенсивность ионов [M–H–СО2]– обыч-
но была в 2 и более раз выше, чем интенсивность
ионов [M–H]–, что обусловлено нестабильностью
молекулы. Также обычно присутствовал сигнал и
натриевых аддуктов [M + Na]+. Следует отметить,
что некоторые малонил-гликозиды присутствова-
ли в исследуемых экстрактах в виде нескольких
изомерных форм, которые вероятно различаются
положением малонильного остатка [26–29].

Необходимо отметить, что существует множе-
ство изомерных форм гинзенозидов. В частности,
в изученных образцах были выявлены несколько
гликозидов, которые имели близкие (в пределах
ошибки в 8 мДа) значения m/z и идентичную мо-
лекулярную формулу. Только с помощью анализа
МС/МС для этих гликозидов удалось выявить
различия в структуре и провести их разграниче-
ние на основании гипотетического строения
агликонов (несколько примеров идентификации

Таблица 1. Соотношение суммарного содержания гинзенозидов типов протопанаксадиола (PPD) и протопанак-
сатриола (PPT) (PPD/PPT) и соотношение суммарного содержания нейтральных гинзенозидов к малонилиро-
ванным гинзенозидам (PPD/m-PPD; PPT/m-PPT) соответствующих структурных типов

Примечание. Звездочками (*) обозначено отношение сумм определенных типов гинзенозидов.

Образец
Соотношения содержания сумм гинзенозидов

PPD/PPT* PPD/m-PPD* PPT/m-PPT*

PgNroot (нативные корни) 0.71 1.46 10.03
PgR-root (корни in vitro) 1.07 1.10 22.16
PgR-calli (базальный каллус ризогенной линии) 1.12 1.30 16.71
PgG-leaves (листья in vitro) 0.66 2.17 9.93
PgG-calli (базальный каллус геммогенной линии) 0.04 0.18 29.48
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гинзенозидов с одинаковой молекулярной фор-
мулой представлены рис. 2 и 3, Дополнительные
материалы). Примечательно, что некоторые три-
терпеновые гликозиды типа окотиллола (Oct-
тип) также были обнаружены и идентифицирова-
ны в исследованных образцах. МС/МС спектры
соединений № 6, 10 и 15 содержали сигнал иона с
m/z 491 (C30H51O5), соответствующий депротони-
рованному агликону окотиллолового типа [Oct–H]–

[2, 27]. Также восемь производных олеаноловой
кислоты были обнаружены в исследуемых экс-
трактах (пики 34, 35, 41, 47, 52, 64, 65, 67). В режиме
полного сканирования гинзенозиды типа Ole обна-
руживали интенсивные сигналы депротонирован-
ных ионов [M-H]- и натриевых аддуктов [M + Na]+

(некоторые примеры идентификации гинзенози-
дов производных олеаноловой кислоты представ-
лены на рис. 4, Дополнительные материалы).

В результате проделанной работы в неочищен-
ных экстрактах суммарных образцов нативных
корней и морфогенных линий P. ginseng были
идентифицированы 66 гинзенозидов, из которых
13 компонентов (пики № 7 (G-Rg1), 8 (G-Re),
21 (G-Rf), 24 (NG-R2), 26 (G-Rb1), 28 (G-Rg2),
31 (G-Rh1), 32 (G-Rc), 35 (G-Ro), 37 (G-Rb2),
48 (G-F1), 50 (G-Rd) и 63 (G-F2)) были иденти-
фицированы путем сравнения их хроматографи-
ческого и масс-спектрометрического поведения с

эталонными стандартами, а остальные соедине-
ния были определены путем сравнения эмпири-
ческих молекулярных формул, а также информа-
ции о фрагментации и последовательности их
удерживания на обращенной фазе с данными из
литературы [2, 4, 5, 26–33]. Все хроматографиче-
ские и масс-спектрометрические данные, ис-
пользованные для идентификации, собраны в
табл. 1 (Дополнительные материалы).

Анализ распределения гинзенозидов, обнару-
женных в морфогенных клеточных линиях женьше-
ня и нативных плантационных корнях. Для анализа
распределения гинзенозидов в морфогенных кле-
точных линиях, материал был разделен на ткани:
базальные – без признаков дифференциации на
ткани, органогенные – формирующие опреде-
ленные органы. Ризогенная линия PgR была раз-
делена на две части: корни (PgR-root) и утолщен-
ный базальный каллус (PgR-calli). Геммогенная
линия PgG (рис. 1а, 1б) также была разделена на
листья (PgG-leaves) и базальный каллус, на кото-
ром формировались почки, из которых развива-
лись листья (PgG-calli). На основе полученной
ранее идентификации был проанализирован каче-
ственный состав разделенных образцов в сравне-
нии с образцом, полученным из нативных корней.

Таким образом, в плантационном корне и куль-
тивированных in vitro тканях (корни (PgR-root) и их

Рис. 3. Распределение разных типов гинзенозидов в пяти исследуемых образцах Panax ginseng. Разными буквами обо-
значены достоверные отличия значений по каждой группе гинзенозидов. 1 – суммарное содержание протопанакса-
диолов (PPD); 2 – суммарное содержание протопанаксатриолов (PPT); 3 – суммарное содержание производных око-
тиллолов (Oct); 4 – суммарное содержание производных олеаноловой кислоты (Ole).

18

14

16

12

10

8

6

4

2

0
1 42 3 1 42 3 1 42 3 1 42 3 1 42 3

PgNroot PgR-root PgR-calli PgG-leaves PgG-calli

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a

ab

ab
b

b b

b

b b

С
од

ер
ж

ан
ие

 г
ру

пп
 в

то
ри

чн
ы

х 
м

ет
аб

ол
ит

ов
,

м
кг

/с
ух

ог
о 

ве
са



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

ХРОМАТО-МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ 831

базальный каллус (PgR-calli); листья (PgG-leaves)
и их базальный каллус, из которого формирова-
лись почки и листья (PgG-calli)) было идентифи-
цировано 66 гинзенозидов (рис. 4 и табл. 1, До-
полнительные материалы). Наибольшее разнооб-

разие в составе гинзенозидов было обнаружено в
листьяx геммогенной линии ‒ 57 соединений.
Качественный состав плантационных корней и
корней в культуре ткани практически совпадал и
был представлен 47 соединениями. Базальный

Рис. 4. Соотношение 66 определенных гинзенозидов в образцах морфогенных линий и нативных плантационных кор-
ней, % от сухого веса веществ: а – протопанаксадиолы (PPD); б – протопанаксатриолы (PPT); в – производные око-
тиллола (Oct); г – производные олеаноловой кислоты (Ole).
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каллус PgR-calli содержал 50 гинзенозидов, пред-
ставленных в плантационных и культивируемых
in vitro корнях, при этом корни in vitro содержали
более разнообразные формы Ole-типа соедине-
ний (пик № 41, 47, 52, 65, 67), не обнаруженных в
плантационных корнях (рис. 4). Самым бедным
по разнообразию гинзенозидов являлся морфо-
генный базальный каллус, из которого формиро-
вались листья (рис. 3, 4). В нем было найдено всего
35 гинзенозидов. При этом он содержал достаточ-
но редкие для нативных корней гинзенозиды оле-
анолового и окатиолового типов (рис. 4). Не-
сколько соединений были обнаружены исключи-
тельно в этом типе каллуса.

Для изучения распределения индивидуальных
гинзенозидов в нативных корнях и различных
тканях и органах морфогенных клеточных линий
был использован полуколичественный анализ с
применением метода внешней калибровки относи-
тельно стандартных образцов гинзенозидов G-Rg3
и G-Rh1. Результаты представлены на рис. 3, 4.

Суммарное содержание гинзенозидов в планта-
ционном 6-летнем корне и клеточных линиях со-
ставляло: в интактных корнях – 18.13 ± 2.72 мг/г
сухого веса; в корнях ризогенной клеточной ли-
нии – 17.24 ± 3.45 мг/г сухого веса; в базальном кал-
лусе ризогенной клеточной линии 18.29 ± 2.74 мг/г
сухого веса; в листьях геммогенной линии – до-
стигало достоверно максимальных значений
26.65 ± 4.78 мг/г сухого веса; в базальном каллусе
геммогенной клеточной линии было достоверно
минимальным – 8.26 ± 1.07 мг/г сухого веса (рис. 3).
Кроме общего содержания гинзенозидов, было
проанализировано соотношение типов PPD и
PPT (PPD/PPT) и соотношение нейтральных
гинзенозидов к малонил-гинзенозидам (табл. 1).
Установлено, что соотношение PPD-типа и PPT-ти-
па гинзенозидов было близко к единице, что от-
ражало примерно равное количество данных ве-
ществ во всех образцах, за исключением инициаль-
ного каллуса, формирующего листья (PgG-calli).
В этом образце (PgG-calli) производные протопа-
наксадиола практически отсутствовали и были
представлены только 4 гинзенозидами (рис. 4),
при этом 3 из них находились в малонилирован-
ной форме (m-PPD). Интересен и тот факт, что
содержание малонил-эфиров гликозидов прото-
панаксадиола было одинаково с нейтральными
формами этих соединений, в то время как мало-
нилированные производные протопанаксатриола
встречались в существенно меньшем количестве
(рис. 4).

Несмотря на то, что качественное разнообра-
зие гинзенозидов в клетках базального геммоген-
ного каллуса листьев PgG-calli было беднее, чем в
других образцах, ряд веществ (№ 7, 8, 27, 35) (табл. 1,
Дополнительные материалы) были обнаружены в
большем количестве по сравнению, с остальными

гинзенозидами именно в этих клетках (15.05; 13.5;
9.84; 9.85% от сухого веса) соответственно (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ
Имеются работы, где используются методы,

комбинированные с ВЭЖХ-МС для определения
разных видов женьшеня, органов и тканей расте-
ний по составу гинзенозидов [4, 27]. При этом по-
казано, что концентрации гинзенозидов резко
меняются в ответ на изменение внешних условий:
смена сезона, освещения, полива, засоление
почв, добавление удобрений или стимуляторов
роста [34, 35]. Считается, что физиологическая
роль этих многоцелевых молекул в растениях сво-
дится в основном к защитной функции от патоге-
нов. Однако, новые данные по динамике измене-
ний соотношения и распределения этих веществ
в процессе роста растений у разных видов этого
рода указывают на более сложную картину синте-
за и физиологических функций этих веществ [36].
Для других видов двудольных растений показано,
что простые и сложные тритерпеноиды влияют на
фундаментальные клеточные процессы (проли-
ферация клеток, изменения направления диффе-
ренциации, пути передачи сигналов), но молеку-
лярные мишени, на которые распространяется
действие этих соединений, пока не идентифици-
рованы [37].

Первоначально мы ожидали, что состав гинзе-
нозидов базальных каллусов, из которых форми-
ровались органы (корни и почки), будет одина-
ков, так как в этих тканях протекают начальные
стадии морфогенеза (рис. 1). При этом соотноше-
ние клеточных типов в тканях различного возрас-
та и происхождения значительно отличается. В
базальных тканях ризогенной клеточной линии
(PgR-calli) большое количество паренхимных
запасающих клеток, количество же меристема-
тических клеток было относительно небольшим
(рис. 1в, 1д). Превалирующими оказались парен-
химные клетки. В то же время количество мери-
стематических клеток в базальном каллусе гем-
могенной линии (PgG-calli) достигало 82 ± 4%.
В эмбриональных тканях растений вторичные
метаболиты обычно не синтезируются, т.к. вся
энергия меристематических клеток тратится на
процессы регуляции морфогенеза и пролифера-
цию [38]. Это подтверждается и нашими данными
о том, что общее количество гинзенозидов в этих
тканях снижалось по сравнению с другими образ-
цами почти в 2 раза, вероятно, за счет количества
протопанаксадиолов (рис. 3). Максимальное со-
держание гинзенозидов наблюдалось в листьях
геммогенной линии (рис. 3). В литературе показа-
но, что содержание гинзенозидов в листьях и кор-
невых волосках нативных растений P. ginseng вы-
ше, а в стебле и других частях ниже, по сравнению
с центральной частью основных корней [39].
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У растений P. notoginseng тип 20(S)-протопанакса-
триола был распространен преимущественно в
подземных частях, тогда как 20(S)-протопанакса-
диол ‒ в надземных частях [40]. Для американ-
ского женьшеня P. quinquifolium [8] показано та-
кое же соотношение основных гинзенозидов в
надземных частях и завязях растений, как в ли-
стьях in vitro, представленных в нашей работе. На-
против, в культуре ткани линии PgR-root и PgR-calli
было увеличение протопанаксатриола Re в 2 раза,
по сравнению с нативным корнем.

Примечательно, что, несмотря на бедный по
разнообразию состав гинзенозидов в базальной
части геммогенного каллуса, количество редких
гинзенозидов олеанолового типа (Ro и изомеров
Chikusetsusaponin IVa) значительно превышало
таковое не только в нативных корнях, но и в ли-
стьях. В американском женьшене было показано
достоверное увеличение гинзенозида Ro в цве-
точных почках [8]. Возможно, у женьшеня в про-
цессе развития инициальных тканей почек в кал-
лусе и на начальных стадиях развития тканей завязей
у интактных растений вырабатываются одинаковые
вещества, которые относятся к Ole-типу гинзенози-
дов. В этом же типе каллуса PgG-calli наблюда-
лось максимальное количество изомеров G-F3
(до 29% сухого веса всех гинзенозидов).

Необходимо отметить, что морфогенные кле-
точные линии повторяют не только паттерн каче-
ственного состава гинзенозидов, по сравнению с
отдельными частями нативных корней и листьев,
но и увеличивают их разнообразие и количество,
часто за счет накопления промежуточных соеди-
нений. При этом, несмотря на наличие неболь-
шого разнообразия редких гинзенозидов во всех
исследуемых образцах, значительное увеличение
по количеству отдельных типов гинзенозидов
протопанаксатриолов и олеаноловых наблюда-
лось в базальных каллусах PgR-calli и PgG-calli.
Гистологический анализ показал, что базальные
каллусы двух линий имеют в своем составе много
меристематической ткани, которой необходимо
поддерживать высокое число клеточных делений,
что замедляет накопление конечных продуктов.
Накопление определенных типов гинзенозидов в
делящихся видах ткани косвенно указывает на
пролиферативное действие данных веществ, т.к.
они практически отсутствуют в зрелых диффе-
ренцированных тканях.
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коллективного пользования “Биотехнология и
генетическая инженерия” Федерального научного
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сточной Азии Дальневосточного отделения Рос-
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Polygala sibirica L. (истод сибирский) – редкий и исчезающий вид растения, который занесен в Крас-
ную книгу Республики Саха (Якутия) по категории “3 в” как вид, имеющий узкую экологическую
приуроченность к выходам известняковых горных пород. Впервые исследован фитохимический
профиль надземной фитомассы истода сибирского, произрастающего в Центральной Якутии, и вы-
полнена индукция культуры in vitro. Методами ВЭЖХ-МС/МС и тандемной масс-спектрометрии в
метанольных экстрактах надземной фитомассы истода сибирского предположительно идентифици-
ровано 74 соединения, из них 40 соединений идентифицировано впервые в пределах рода Polygala L.,
в том числе 22 полифенольных соединения, включая флавоны (изоформононетин, сирингетин,
апигенин 7-О-глюкозид и др.), флавонолы (гербацетин, мирицетин и др.), флаван-3-олы (афзеле-
хин, эпикатехин и др.), флаваноны (гесперитин, эриоцитрин), фенольная кислота и антоцианы.
Получена первичная каллусная культура истода сибирского на основе листовых эксплантов интакт-
ных растений с изучением динамики роста сырой и сухой биомассы клеток. На основе каллусной
ткани инициирован непрямой морфогенез с обильным побегообразованием. Таким образом, зало-
жена основа для последующего размножения редкого растения P. sibirica с целью реинтродукции в
условиях Якутского ботанического сада.

Ключевые слова: Polygala sibirica, ВЭЖХ–MС/MС, каллусная культура, полифенолы, растения Яку-
тии, тандемная масс-спектрометрия, in vitro морфогенез
DOI: 10.31857/S0015330323600973, EDN: BESXUH

ВВЕДЕНИЕ
Polygala sibirica L. (истод сибирский) – много-

летнее травянистое растение рода Polygala L. се-
мейства Polygalaceae (Истодовые). Отмечено рас-
пространение в Румынии, Сибири, на Дальнем Во-
стоке, Кавказе, Монголии, Китае и Японии. Из-за

сбора на лекарственное сырье и нарушения есте-
ственных местообитаний численность популяций
истода сибирского сокращается. Для охраны и со-
хранения малочисленных ценопопуляций вид за-
несен в Красные книги 15 областей и 4 республик
России, включая и Республику Саха (Якутия) [1].

В Якутии истод сибирский распространен на
территории природного парка “Ленские Столбы”,
в окрестностях с. Еланка Хангаласского района.

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330323600973 для авторизованных поль-
зователей.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Обитает на каменистых склонах, луговых степях,
сухих сосновых лесах, по галечникам и на залежах
[1, 2].

Известно активное использование истода си-
бирского в народной медицине Китая для лече-
ния лихорадки, воспаления, артралгии и укусов
гадюки [3–6].

Известно также, что из растения были выделе-
ны полисахариды, флавонолы и производные
ксантонов [7, 8].

Истод сибирский применяется в качестве от-
харкивающего средства при лечении острых и
хронических заболеваний дыхательных путей.
В лекарственных целях употребляются корневи-
ща и корни. Основным действующим средством
являются сапонины, также в корнях содержатся
гликозиды, дубильные вещества, смолы, эфирное
и жирное масла, глюкоза [9].

В якутской народной медицине используется
как лекарственное растение, применяемое в ка-
честве отхаркивающего средства при лечении
бронхитов и других острых и хронических заболе-
ваний дыхательных путей. Для приготовления
настоев и отваров используют подземные части,
которые содержат сапонины, обладающие гемо-
литическим действием [10].

Первый интродукционный эксперимент с
P. sibirica в Якутском ботаническом саду был про-
веден в 1983 г. Из-за сложностей семенного раз-
множения в природных популяциях обнаружива-
лось очень мало растений прегенеративного воз-
раста, для интродукции переносились растения
во взрослом состоянии, которые практически не
приживались. В 2004 г. растения были мобилизо-
ваны из окрестностей с. Еланка, из которых при-
жилось около 30%. В культуре у вида наблюдалось
нерегулярное плодоношение, не было самовозоб-
новления, из-за этого были сделаны выводы о не-
эффективности интродукции [11, 12].

Известны работы по введению в культуру in vitro
на основе различных эксплантов и изучению вли-
яния фитогормонов на размножение in vitro неко-
торых лекарственных видов Polygala. Например,
для введения в культуру in vitro Polygala myrtifolia в
качестве первичных эксплантов использовали
сегменты стеблей верхушечных побегов. При
этом высокая скорость пролиферации пазушных
побегов наблюдалась при культивировании исто-
да миртолистного на питательной среде МС с до-
бавлением 1.8 мкМ БАП. Полученные микропо-
беги укоренялись при добавлении в питательную
среду 14.3 мкМ ИУК [13].

Эндемичное растение Polygala antillensis, нахо-
дящееся под угрозой исчезновения, вводили в
культуру in vitro на основе семян и узловых экс-
плантов. Выращивание проростков in vitro прово-
дили микроразмножением на среде МС с добав-
лением тидиазурона в концентрации 0.3 мг/л.

Исследование позволило рассматривать возмож-
ность реинтродукции этого вида на охраняемых
территориях [14].

Изучали влияние БАП на развитие культуры
истода метельчатого in vitro и продукцию метилса-
лицилата в получаемых проростках. В проростках
Polygala paniculata, культивируемых на питатель-
ной среде МС повышение концентрации БАП c 2
до 4 мг/л снижало продукцию метилсалицилата
до 50%. Введение в культуру in vitro лекарственно-
го истода метельчатого позволило быстро полу-
чать растительное сырье в качестве потенциаль-
ного источника метилсалицилата [15].

В следующей работе индукцию каллуса истода
обманчивого получали на питательной среде МС
с добавлением 2,4-Д в концентрации 4 мкмоль/(л) из
листовых эксплантов. При культивировании кал-
лусной ткани на питательной среде МС с добавле-
нием БАП в 2 мкмол/(л) и НУК в 0.2 мкмоль/(л) че-
рез 20 дней появлялись адвентивные почки. Мик-
ропобеги Polygala fallax хорошо укоренялись при
добавлении в питательную среду МС 2,4-Д в кон-
центрации 0.5 мкмоль/(л) [16].

И относительно недавно было показано анта-
гонистическое действие гелеобразующих агентов
по отношению к концентрации сахарозы при
культивировании in vitro лекарственного истода
метельчатого. При этом рост культуры истода ме-
тельчатого на агаре с сахарозой в концентрации
30 г/л приводил к формированию более толстой
листовой пластинки с расширенным губчатым
мезофиллом, но более с рыхлыми межклеточны-
ми пространствами. В свою очередь рост культу-
ры Polygala paniculata на PhytagelTM с сахарозой в
концентрации 15 г/л приводил к значительному
утолщению палисадного мезофилла листьев.
Освещение люминесцентной лампой способ-
ствовало наилучшему развитию листьев истода
при культивировании на агаризованной пита-
тельной среде. Спектральное качество света не
влияло на толщину листовой пластинки у расте-
ний, выращенных на питательной среде на основе
фитогеля. Таким образом, исследование показало
влияние комбинации гелеобразователя, качества
света и концентрации сахарозы на формирование
и анатомическую структуру листьев проростков
истода метельчатого, выращиваемых in vitro [17].

Однако к настоящему времени неизвестны ра-
боты по введению в культуру in vitro истода сибир-
ского на основе образцов центрально-якутской
популяции, а также по его фитохимическому со-
ставу.

Целью исследования является изучение фито-
химического профиля надземной фитомассы
редкого растения P. sibirica, произрастающего в
Центральной Якутии, и индукция культуры in vitro
для последующего размножения с целью реин-
тродукции.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для сбора растительного материала истода си-
бирского P. sibirica L. была организована и прове-
дена экспедиция на территории Хангаласского рай-
она Якутии (Центральная Якутия, 61°26′32Z с.ш.,
128°08′08Z в.д.) в июне 2022 г. Для фитохимиче-
ского анализа была собрана надземная фитомасса
P. sibirica, которая сушилась открытым способом
на горизонтальной поверхности без воздействия
прямого солнечного света в хорошо проветривае-
мом помещении. Воздушно-сухую растительную
массу хранили в бумажных крафт-пакетах в усло-
виях холодильника при 4–6°С. Для клеточно-
культуральных работ были собраны интактные
растения истода сибирского с каменистых крутых
степных склонов в окрестностях с. Еланка (рис. 1).
Интактные растения после транспортировки со-
держались в условиях климатической камеры
MLR-352H (Sanyo, Япония) при температуре 26 ± 1°С,
влажности 70 ± 5%, интенсивности освещения
10000 лк с фотопериодом 18/6.

Для получения высококонцентрированных
экстрактов применяли метод фракционной маце-
рации. Для приготовления экстрактов к навеске
10 г воздушно-сухой надземной фитомассы исто-
да сибирского добавляли метиловый спирт (95%,
ХЧ) в соотношении 1 : 20 и настаивали в течение
7 сут при комнатной температуре (20°С). Экс-

тракцию проводили в трех повторностях. Для вы-
полнения разделения многокомпонентных сме-
сей использовался жидкостный хроматограф высо-
кого давления Shimadzu LC-20 Prominence HPLC
(Shimadzu, Япония), оборудованный UV-детекто-
ром и обратнофазной колонкой Shodex ODP-40
4E (250 × 4.6, размер частиц 4 мкм). Элюировали
в градиенте от воды к ацетонитрилу (А, %): 0.0 –
4 мин, 0% А; 4 – 60 мин, 0 – 25% А; 60 – 75 мин,
25 – 100% А; 75 – 120 мин, 100% А, скорость потока
0.5 мл/мин. Весь ВЭЖХ-анализ сделан с UV-VIS-де-
тектором SPD-20A (Kanda-Nishikicho 1-chrome,
Shimadzu, Chiyoda-ku, Токио, Япония) при дли-
нах волн 230 и 330 нм; температура 50°С. Объем
загрузочной петли составлял 200 мкл. Жидкост-
ный хроматограф высокого давления при про-
хождении экспериментов был сопряжен с ион-
ной ловушкой amaZon SL в онлайн-режиме.
Масс-спектрометрические данные получены с
помощью ионной ловушки amaZon SL (Bruker
Daltoniks, Германия), оснащенной источником
ионизации электрораспылением ESI в режимах
отрицательных и положительных ионов. Опти-
мизированные параметры получены следующим
образом: температура источника ионизации:
70°С, поток газа гелия: 8 л/мин, газ-небилайзер
(распылитель): 7.3 psi, капиллярное напряжение:
4500 V, напряжение на изгибе торцевой пластины:

Рис. 1. Polygala sibirica в окрестностях с. Еланка Хангаласского района Якутии (фото Кучаровой Е.В., июнь 2022 г.).



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

РЕДКОЕ РАСТЕНИЕ ЦЕНТРАЛЬНОЙ ЯКУТИИ 839

1500 V, фрагментатор: 280 V, энергия столкнове-
ния: 60 eV. Масс-спектрометр использовался в диа-
пазоне сканирования m/z 100 – 1.700 для МС/МС.
Произведена фрагментация 4 порядка.

Идентификация соединений производилась
путем сравнения значений m/z, RT и моделей
фрагментации со спектральными данными MS2,
взятыми из научной литературы или путем поис-
ка в базах данных (MS2T, MassBank, HMDB).
В качестве эксплантов для введения P. sibirica в
культуру in vitro использовали различные части
интактного растения – молодые листья, сегменты
стеблей текущего года 0.5–1.5 см длиной с междо-
узлиями, срезанные с верхней части. Первичную
обработку эксплантов проводили 2.5% раствором
дезинфицирующего средства “Domestos” (Рос-
сия) в течение 15 мин. Затем экспланты выдержи-
вали в 70% растворе этилового спирта в течение
1 мин. Далее экспланты обрабатывали 3% раство-
ром перекиси водорода в течение 1 мин. После
каждого реагента экспланты трижды промывали
в стерильной дистиллированной воде. Для ини-
циации процесса каллусогенеза простерилизован-
ные экспланты помещали на питательную среду
МС с добавлением сахарозы и регуляторов БАП и
НУК в концентрациях 0.125/0.025, 0.25/0.05,
0.5/0.1, 0.75/0.15 мг/л, соответственно. Эксплан-
тацию в каждом варианте проводили на чашки
Петри по 5 эксплантов и в колбы на 100 мл по 3
экспланта в трех повторностях при температуре
24–25°C, влажности воздуха 60%, при фотопери-
оде 12/12.

Полученные первичные каллусы пересажива-
ли и культивировали на питательной среде МС с
добавлением 2,4-Д (1 мг/л), БАП (1 мг/л), НУК
(1 мг/л) (вариант ДБН) и 2,4-Д (1 мг/л), НУК
(1 мг/л), кинетина (1 мг/л) (вариант ДНК).

Для изучения динамики роста каллусной куль-
туры истода сибирского одновременно выращи-
вали в 30 чашках Петри (по 5 каллусов) в течение
30 сут. Каждые 3–4 сут производили взвешивание
сырой и сухой массы клеток в трех повторностях
по 5 объектов в каждой повторности на электрон-
ных весах с точностью до 0.0001 г. Для получения
сухой массы клеток сырую массу высушивали в
термостате при 60°С в течение 24 ч с последую-
щим охлаждением при комнатной температуре
[18]. Для инициации непрямого морфогенеза
каллусные культуры P. sibirica были пересажены
на питательную среду МС с добавлением БАП в
концентрациях 0.5 и 1 мг/л. Эффективность ин-
дукции образования побегов фиксировали на
30 сут культивирования подсчетом количества
образовавшихся побегов. Образовавшиеся мик-
ропобеги разделяли и пересаживали для размно-
жения на питательную среду МС с добавлением
БАП в концентрации 1 мг/л. Клонально размно-
женные микрорастения культивировали в клима-

тической камере Sanyo MLR-352H (Sanyo, Япония)
при температуре 26 ± 1°С, влажности 70 ± 5%, ин-
тенсивности освещения 5000 лк, а также в усло-
виях фитостеллажа “Стеллар-ФИТО Line Р6-С”
(АНО “АВТех”, Москва, РФ) при температуре
25–27°С, влажности 60%, интенсивности осве-
щения 5000 лк с фотопериодом 18/6.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для анализа фитохимического профиля над-
земной фитомассы истода сибирского, произрас-
тающего в Центральной Якутии, были подготовле-
ны метанольные экстракты в трех повторностях.
Для удобства идентификации была составлена
унифицированная системная таблица целевых
аналитов, выделенных из экстрактов надземной
фитомассы P. sibirica (Дополнительные материа-
лы, табл. 1). В результате проведенного масс-
спектрометрического исследования всего пред-
положительно идентифицировано 74 химических
соединения, из них 43 соединения представляют
полифенольную группу.

Впервые были идентифицированы 40 химиче-
ских соединений в пределах рода Polygala, из них
22 полифенолов: флавонов – 5, флавонолов – 5,
флаван-3-олов – 4, флаванонов – 2, фенольных
кислот – 1, антоцианов – 5.

Для примера представлены масс-спектры
впервые обнаруженных полифенолов. На рис. 2
представлен масс-спектр флавона сирингетина.
Протонированный ион сирингетина с m/z 347.18 в
результате фрагментации продуцирует два дочер-
них иона с m/z 332.13 и m/z 286.11. Далее фрагмен-
тарный ион с m/z 332.13 порождает один ион с
m/z 286.16, после чего представлена четвертая по
счету фрагментация с одним полученным в ре-
зультате фрагментации ионом с m/z 271.11. По
итогам данной масс-спектрометрии и сверяясь с
научными данными из литературных источни-
ков, мы можем утверждать, что данная фрагмен-
тация ориентировочно представляет масс-спектр
сирингетина. Наш вывод подтверждают данные
полученных масс-спектров из экстрактов Carpo-
brotus edulis [26].

На рис. 3 представлен предположительно
масс-спектр флаван-3-ола эпикатехина. Прото-
нированный ион эпикатехина с m/z 291.27 в ре-
зультате фрагментации произвел три дочерних
иона с m/z 261.16, m/z 243.21 и m/z 157.20. Далее
ион с m/z 261.16 фрагментировался на три иона с
m/z 191.13, m/z 173.16 и m/z 143.19, после чего сле-
довала четвертая по счету фрагментация, в ре-
зультате которой получено три иона с m/z 161.04,
m/z 143.15 и m/z 125.18. Ориентировочно данная
фрагментация представляет масс-спектр эпика-
техина, что подтверждают данные из научных
статей, где представлены подобные масс-спектры
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из экстрактов Grataegi Fructus [27], Camellia kucha
[40], Cassia granidis [41], Cassia abbreviata [42], Ra-
dix polygoni multiflori [43].

В ходе работ нами был получен первичный
каллус P. sibirica из листовых эксплантов интакт-
ных растений при культивировании на пита-
тельной среде с добавлением БАП и НУК в кон-
центрациях 0.25/0.05 и 0.5/0.1 мг/л (рис. 4а). При
культивировании листовых эксплантов на среде
МС с добавлением БАП и НУК в концентрациях
0.125/0.025; 0.75/0.15 мг/л, соответственно, а
также стеблевых эксплантов на среде МС с до-
бавлением всех апробированных концентраций
БАП и НУК каллусогенеза в течение 30 сут не
наблюдалось.

Сравнительный анализ динамики роста био-
массы клеток каллусной культуры клеток истода
сибирского показал, что при культивировании пер-

вичных каллусов на питательной среде МС с добав-
лением 2,4-Д (1 мг/л), БАП (1 мг/л), НУК (1 мг/л)
наблюдался прирост сырой массы на 0.674 г, на
среде с заменой НУК на кинетин (1 мг/л) прирост
составил 0.267 г на 30 сутки культивирования
(рис. 5). Прирост сухой массы клеток на варианте
культивирования с НУК (1 мг/л) составил 0.087 г,
а на варианте с кинетином – 0.035 г (рис. 6).

Часть полученных первичных каллусных куль-
тур истода сибирского была использована для
инициации непрямого морфогенеза с добавлени-
ем в питательную среду МС разных концентра-
ций фитогормона БАП. При этом непрямой мор-
фогенез наблюдался на вариантах с добавлением
БАП в концентрациях 0.5 и 1 мг/л (рис. 4б).

Однако, при культивировании на питательной
среде МС с БАП (0.5 мг/л) побегообразование
останавливалось через 2 нед. и растения начина-

Рис. 2. Масс-спектр сирингетина из экстракта надземной фитомассы Polygala sibirica, m/z 347.18.
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ли желтеть и отмирать. При продолжении культи-
вирования на МС-среде с добавлением БАП в
концентрации 1 мг/л наблюдалось интенсивное
побегообразование, окраска побегов растения
была насыщенно-зеленой (рис. 4в). При этом в

одной колбе с каллусной тканью развивалось от
10 до 20 микропобегов в течение 30 суток культи-
вирования. Микропобеги разделяли с последую-
щей пересадкой для микроразмножения на МС-
среду с таким же составом.

Рис. 4. Первичные каллусы (а), непрямой морфогенез (б) и побегообразование (в) Polygala sibirica in vitro.

(a)

(б)

(в)
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ОБСУЖДЕНИЕ

В более ранних исследованиях фитохимиче-
ского состава корней истода сибирского, произ-
растающего в Китае, были идентифицированы
ксантаны, флавоноиды, тритерпеноиды и сапо-
нины, в том числе сибирикоза А4 [58], рамнетин
3-О-бета-галактопиранозид, полигалатенозид А
[38], тенуифолин [59], а также в надземной части –
полигалины А и С, полигалин Е, рамнетин I и II,

рамнетин 3-О-бета-галактопиранозид, сибири-
касапонины А, В и Е [29], а также полигалины I и
Н [30], которые также обнаружены и идентифи-
цированы в метанольном экстракте надземной
фитомассы P. sibirica, произрастающего в Цен-
тральной Якутии (табл. 1).

Как мы отмечали ранее, в экстракте надзем-
ной фитомассы истода сибирского центрально-
якутской популяции впервые для рода Polygala
выявлено 40 соединений. Из группы полифе-
нольных соединений впервые идентифицированы
5 флавонов, в том числе изоформононетин, си-
рингетин, апигенин 7-О-глюкозид, 5 флавоно-
лов, в том числе гербацетин, мирицетин, 4 фла-
ван-3-ола (афзелехин, эпикатехин и др.), флава-
ноны, гесперитин и эриоцитрин, фенольная
кислота и 5 антоцианов, всего 22 полифенольных
соединения. Из других групп соединений для рода
Polygala впервые идентифицировано 18 индиви-
дуальных соединений, включая L-триптофан,
миристолеиновую, линоленовую, эйкозадиено-
вую и пентакозеновую кислоты, иридоиды, ксан-
таны, каротиноид, алкалоид (сеспендол) и другие
(табл. 1).

Одним из первых введение в культуру in vitro из
представителей рода Polygala было выполнено
для истода миртолистного Polygala myrtifolia, где в
качестве первичных эксплантов использовали
сегменты стеблей верхушечных побегов. При
этом активную индукцию побегов наблюдали при
культивировании эксплантов на среде МС с до-
бавлением 6-бензиладенина [13]. Эндемичное
редкое растение Polygala antillensis было введено в
культуру in vitro на основе семян и узловых экс-
плантов [14]. Успешно было введено в культуру
in vitro лекарственное растение истод метельча-
тый Polygala paniculata при культивировании на
питательной среде МС с добавлением БАП в кон-
центрации 2 мг/л и с наибольшей продукцией ме-
тилсалицилата [15]. Индукцию каллусной культу-
ры истода обманчивого Polygala fallax получали на
питательной среде МС с добавлением 2,4-Д из
листовых эксплантов, а при культивировании по-
лученных каллусов на среде МС с добавлением
БАП и НУК инициировался органогенез [16].

В настоящей работе получены первичные кал-
лусы P. sibirica из листовых эксплантов на пита-
тельной среде МС с добавлением БАП и НУК
(рис. 4а). На основе первичных каллусов были по-
лучены стабильно растущие каллусные культуры, на
которых изучена динамика роста каллусной био-
массы в течение 30 суток. Исходя из полученных
данных, подходящим вариантом для лучшего
прироста биомассы является среда МС с добавле-
нием 2,4-Д (1 мг/л), БАП (1 мг/л), НУК (1 мг/л),
где прирост сырого веса больше в 1.9 ± 0.2 раза,
сухого веса в 5.5 ± 0.1 раза, чем на варианте пита-
тельной среды с добавлением 2,4-Д и НУК в соче-

Рис. 5. Динамика роста сырой массы клеток каллу-
сной культуры Polygala sibirica на питательной среде
МС с добавлением 2,4-Д (1 мг/л), БАП (1 мг/л), НУК
(1 мг/л) (вариант ДБН) и 2,4-Д (1 мг/л), НУК (1 мг/л),
кинетина (1 мг/л) (вариант ДНК).
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сной культуры Polygala sibirica на питательной среде
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тании с кинетином (рис. 5, 6). На основе получен-
ных каллусов нами инициирован непрямой мор-
фогенез с интенсивным побегообразованием при
культивировании на среде МС с добавлением
БАП в концентрации 1 мг/л (рис. 4в).

Данные анализа фитохимического профиля
экстрактов надземной фитомассы истода сибир-
ского, произрастающего в Центральной Якутии,
показали присутствие большой разновариантно-
сти полифенолов и соединений других химиче-
ских групп. Результаты по получению каллусной
культуры, индукции морфогенеза in vitro и зало-
жению основ к микроразмножению позволят вы-
полнить масштабирование получения микроклонов
Polygala sibirica, индукцию in vitro корнеобразова-
ния, затем адаптирование укорененных растений
в условиях закрытого и открытого грунта.

Таким образом, заложена основа для размно-
жения истода сибирского с целью реинтродукции
в условиях Якутского ботанического сада и сохране-
ния данного редкого вида, обладающего комплексом
полифенольных и других групп соединений.

Исследование выполнено в Северо-Восточ-
ном федеральном университете за счет гранта
Российского научного фонда № 22-14-20031,
https://rscf.ru/project/22-14-20031/ и гранта Якут-
ского научного фонда на основании договора
№ 38 от 11 мая 2023 года.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей в качестве объектов
исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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Получены каллусные культуры и микроклоны in vitro базилика душистого (Oсimum basilicum L.) и
исследованы их ростовые и биохимические особенности в зависимости от гормонального состава
МС-среды, а также от добавления в питательную среду наночастиц (НЧ) феррата цинка. При кло-
нальном микроразмножении образцов отмечалось преимущество различных вариантов состава пи-
тательных сред: добавление в МС-среду НУК – для сортов Любимчик и Василиск; ИМК – для сорта
Фиолетовый бархат и видового образца из Германии; ИУК – для видовых образцов из Польши и
Италии. Необходимо отметить, что растения фиолетоволистного сорта Фиолетовый бархат предпо-
читали МС-среду, содержащую минеральные соли в концентрации ½ нормы. Результаты исследо-
вания подтвердили выдвинутую разными авторами гипотезу о способности микрорастений и кал-
лусных клеток базилика накапливать вторичные метаболиты, а также возможность управления
этим процессом с помощью биологических (минеральный и гормональный состав питательной
среды) и физических (НЧ) элиситоров. Показано, что присутствие в составе МС-среды НЧ феррата
цинка способствовало формированию каллусной ткани разного типа плотности и цвета. Добавле-
ние в МС-среду 25 мкг/л НЧ существенно увеличивало сырую биомассу каллусной ткани по срав-
нению с другими вариантами опыта. В этом варианте индекс роста каллусной ткани был наиболь-
шим и составил 3.55. При увеличении концентрации НЧ до 50 мкг/л отмечено снижение индекса
роста, что свидетельствует об ингибирующем их действии на пролиферативную активность дедиф-
ференцированных клеток. В полученных клеточных культурах проведен комплексный анализ фе-
нольных соединений. Выявлено отсутствие зависимости накопления суммарного содержания фе-
нольных соединений и флавоноидов от концентрации НЧ в МС-среде.

Ключевые слова: Oсimum basilicum, in vitro, клональное микроразмножение, каллусогенез, вторич-
ные метаболиты, фенольные соединения, флавоноиды, наночастицы, биологическая элиситация,
физическая элиситация
DOI: 10.31857/S0015330323600778, EDN: ZQSCWE

ВВЕДЕНИЕ

Род базилик (Оcimum L.) включает 67 видов од-
нолетних и многолетних травянистых растений и
кустарников, относящихся к подсемейству Ко-
товниковые (Nepetoideae) семейства Яснотковые
(Lamiaceae) [1]. В диком виде представители этого
рода произрастают в Южной Америке, Иране,
Китае, на юге Европейской части России, на Кав-

казе, в Средней Азии и на Дальнем Востоке. Мно-
гие виды рода базилик культивируют в Западной
Европе, Азии, Африке и Америке [2]. Виды бази-
лика различаются по характеру запаха, степени
ароматичности, окраске и площади листовой
пластинки, габитусу куста. У растений с мелким
листом сбор эфирного масла на 10% больше, чем
у растений с крупным листом.

Базилик душистый (O. basilicum L.) содержит
огромный спектр биологически активных веществ
(БАВ), например, эфирные масла (до 1.5%), фе-
нольные соединения (включая флавоноиды и ан-

Сокращения: БАВ ‒ биологически активные вещества;
ССФС ‒ суммарное содержание фенольных соединений;
НЧ ‒ наночастицы.

УДК 581.1:58.084.1:633.812:582.929.4:577.127.4:620.3

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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тоцианы), дубильные вещества (до 6%), гликози-
ды, сапонины, аскорбиновую кислоту, клетчатку,
сахара, минеральные вещества [3]. Базилик ду-
шистый используют как источник рутина – вита-
мина Р и каротина, а препараты на его основе
применяют для стимуляции сердечной и дыха-
тельной систем, что связано с наличием в эфир-
ном масле камфоры.

Повысить содержание БАВ в растении можно
путем выращивания культуры клеток и тканей
in vitro. Этот метод имеет ряд преимуществ по
сравнению с традиционными способами получе-
ния БАВ, таких как, возможность регуляции син-
теза целевых продуктов с помощью контроля
факторов роста, подбора оптимального режима
культивирования для отдельных сортов и др. Ме-
тод культуры клеток и тканей in vitro можно ис-
пользовать как альтернативу химическому произ-
водству БАВ.

Обоснованность проведения данного исследо-
вания связана с сортоспецифической реакцией
растений на условия культивирования in vitro.
Кроме того, метод культуры клеток и тканей поз-
воляет получать генетически стабильный расти-
тельный материал, который может представлять
большой научный интерес для дальнейших ис-
следований по получению штаммов-суперпроду-
центов.

Цель работы − получение каллусной ткани и
асептических микроклонов растений различных
сортов и ex vitro популяций базилика душистого, а
также изучение возможности управления био-
синтетическим потенциалом, используя биоло-
гические (минеральный и гормональный состав
питательной среды для культивирования) и фи-
зические (наночастицы) элиситоры.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для получения микроклонов и каллусной тка-

ни базилика душистого (Ocimum basilicum L.) ис-
пользовали семена следующих сортов: Любимчик
(ООО “Агрофирма Аэлита”), Василиск (Компания
“Гавриш”), Фиолетовый бархат (ООО “Биотех-
ника-СПб”). В работе также использовали видо-
вые семена O. basilicum, полученные из ботаниче-
ских садов Европы: Ogród Botaniczny Uniwersytetu
Wroclawskiego, Польша (далее по тексту образец
обозначен как Poland), Plantentuin Meise, Бельгия
(далее Belgium), Orto Botanico dell’Università di Si-
ena, Италия (далее Italy), Botanischer Garten
Tübingen, Германия (далее Germany).

Семена стерилизовали 5% раствором NaOCl
или 0.1% раствором HgCl2, трижды промывали
стерильной дистиллированной водой и высевали
в чашки Петри (диаметр 90 мм) на агаризованную
МС-среду [4] без добавления регуляторов роста.
рН МС-среды доводили до 5.6–5.8 перед автокла-

вированием. Чашки Петри с семенами помещали
на стеллажи под белые линейно-люминесцент-
ные лампы (OSRAM AG, Германия) с интенсив-
ностью освещения 150 мкмоль/м2 с, и проращи-
вали при температуре 23 ± 1°C и 16-часовом све-
товом дне.

В дальнейшем 14-дневные проростки переса-
живали в пластиковые контейнеры объемом
500 мл на безгормональную МС-среду для фор-
мирования асептических растений с правильной
морфологией.

Все работы по стерилизации семян, введению
в культуру in vitro, по изучению каллусогенеза и
морфогенеза проводили в асептических условиях
ламинарного бокса.

Клональное микроразмножение сортов O. basilicum.
Асептические растения O. basilicum трех сортов в
возрасте 10 нед. черенковали и помещали на МС-
среды, содержащие минеральные соли в концен-
трации 1 нормы или ½ нормы без добавления фи-
тогормонов и регуляторов роста или с добавлени-
ем 0.5 мг/л индолилуксусной кислоты (ИУК),
нафтилуксусной кислоты (НУК) или индолил-
масляной кислоты (ИМК). Учет параметров (вы-
сота растений (см), количество листьев (шт.), ча-
стота корнеобразования (%)) проводили на 42 сут.
культивирования.

Клональное микроразмножение видовых расте-
ний O. basilicum зарубежных ex situ популяций.
Асептические видовые растения, полученные из
4 европейских ботанических садов (Польша,
Бельгия, Италия, Германия), в возрасте 1 мес.
разделяли на черенки и помещали на МС-среду
без добавления фитогормонов (контроль) и с до-
бавлением 1 мг/л ИУК или ИМК. Учет парамет-
ров (высота растений (см), количество листьев
(шт.), частота корнеобразования (%)) проводили
на 42 сут. культивирования.

Индукция каллусогенеза и органогенеза. Каллу-
сную ткань получали из различных типов экс-
планта (сегменты семядольных листьев, гипоко-
тили, сегменты листовой пластинки, сегменты
междоузлий, узлы) на МС-среде, дополненной
регуляторами роста: ИУК (0.5 мг/л) в сочетании с
2,4-дихлорфеноксиуксусной кислотой (2,4-Д)
(2 мг/л); БАП (1 мг/л); БАП (3 мг/л) в сочетании
с ИУК (0.3 мг/л). Контролем служила безгормо-
нальная МС-среда. Повторность опыта 5-кратная,
по 10 эксплантов каждого типа на повторность.

Выращивание каллусной культуры осуществ-
ляли в чашках Петри (диаметр 90 мм) при освеще-
нии белыми линейно-люминесцентными лампа-
ми (OSRAM, Германия) ‒ интенсивность освеще-
ния 150 мкмоль/м2 с и 16-часовом световом дне.

Первичный фитохимический скрининг асепти-
ческих растений. На растениях O. basilicum сортов
Любимчик, Василиск (зеленолистные) и Фиоле-
товый бархат (фиолетоволистный), культивируе-
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мых на МС-средах, содержащих минеральные со-
ли в концентрации 1 нормы или ½ нормы, был
проведен первичный фитохимический скрининг
по таким показателям как: танины [5], флавонои-
ды (с 10% NaOH и с 10% ацетатом свинца) [6], са-
понины [5], алкалоиды (тест Майера, тест Дра-
гендорфа) [6, 7], терпеноиды и стеролы (реакция
Сальковского) [8], восстанавливающие сахара
[9], протеины (биуретовая проба) [9], гликозиды
(реакция Келлера–Килиани) [6].

Определение суммарного содержания феноль-
ных соединений (ССФС) в микроклонах и каллу-
сной культуре. Количественный анализ ССФС в
микроклонах и каллусных культурах проводили
на свежесобранном материала (сорта Любимчик,
Василиск, Фиолетовый бархат). Свежую расти-
тельную массу или каллус измельчали в фарфоро-
вой ступке с добавлением этилового спирта. По-
сле измельчения экстракт переливали в стеклян-
ные пробирки и ставили на роторный шейкер на
1 ч. По прошествии этого времени экстракт филь-
тровали с помощью бумажных фильтров. К полу-
ченному отфильтрованному экстракту объемом
0.25 мл добавляли 3 мл дистиллированной воды,
0.25 мл реактива Фолина–Дениса. После чего
ждали 3 мин, затем добавляли 0.5 мл насыщенно-
го раствора гидрокарбонат натрия (8%) и 1 мл ди-
стиллированной воды. ССФС определяли спек-
трофотометрически спустя 1 ч при длине волны
765 нм [10, 11]. Эксперимент осуществляли в 3 по-
вторностях. Калибровочный график строили по
галловой кислоте.

Определение суммарного содержания флавонои-
дов в растениях и каллусе O. basilicum. Свежую
растительную массу или каллус (сорта Любим-
чик, Василиск, Фиолетовый бархат) измельчали в
фарфоровой ступке с добавлением спирта. После
измельчения экстракт переливали в стеклянные
пробирки и ставили на роторный шейкер на 1 ч.
По истечению этого времени экстракт фильтро-
вали с помощью бумажных фильтров. В пробирку
наливали 1.5 мл полученного экстракта, добавляли
75 мкл 10% AlCl3 (спиртовой) и 75 мкл 1М
CH3COOK (водный), после этого приливали 2.1 мл
дистиллированной воды. Через 30 мин на спек-
трофотометре производили измерение оптиче-
ской плотности при длине волны 415 нм. Экспе-
римент осуществляли в 3 повторностях. Калибро-
вочный график строили по кверцетину.

Суммарное содержание флавоноидов (С, мг/г)
в пересчете на кверцетин определяли по формуле
[12, 13]:

(1)

где R – значение, полученное согласно калибро-
вочной кривой, мкг/мл; V – объем экстракта, мл;

×= 0.001,RVС
m

m – масса растительного образца, используемого
при экстракции, г.

Влияние наночастиц (НЧ) феррата цинка на на-
копление вторичных метаболитов в каллусной куль-
туре. Каллус, полученный из растительных экс-
плантов (сорт Фиолетовый бархат), выращивали
на МС-среде с добавлением различных концен-
траций НЧ феррата цинка, полученных ранее ме-
тодом “зеленого” синтеза на основе экстракта
петрушки. НЧ предварительно обрабатывали
ультразвуком в течение 4 ч и добавляли в состав
МС-среды перед автоклавированием в концен-
трациях 12.5, 25 и 50 мкг/л. После автоклавирова-
ния и перед разливом МС-среды по чашкам Пет-
ри проводили ее обработку ультразвуком в тече-
ние 2 ч. Контролем служила питательная среда
без добавления НЧ. Базовая МС-среда содержала
2,4-Д в концентрации 2 мг/л. Эксперимент про-
водился в 3-кратной повторности.

В конце цикла выращивания (30 сут.) опреде-
ляли сухую и сырую биомассу, жизнеспособность
(окрашивание клеток синькой Эванса в камере
Горяева, подсчет мертвых и живых клеток), а так-
же индекс роста (I), который рассчитывали по
следующей формуле:

(2)

где W0 – начальная масса каллуса, г; Wt – масса
каллуса в конце цикла выращивания, г.

Определение фенольных соединений по вари-
антам проводили также в конце цикла выращива-
ния (30 сут.) по методикам, описанным выше.

Статистическая обработка данных. Средние
значения всех данных были рассчитаны с исполь-
зованием Microsoft Excel 2013 (Microsoft, США).
В таблицах представлены средние арифметиче-
ские значения и доверительные интервалы.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Первым этапом работ было получение хорошо

растущей стерильной культуры O. basilicum. В ка-
честве стерилизующего агента применяли NaOCl
в концентрации 5.0% и HgCl2 в концентрации
0.1%. Семена O. basilicum проращивали на безгор-
мональной МС-среде в чашках Петри в условиях
световой комнаты. Контролем служил вариант
нестерильного прорастания семян на фильтро-
вальной бумаге в чашках Петри. Эксперимен-
тально установлено, что прорастание семян на-
чиналось на 5 сут., а на 14 сут. формировались
полноценные проростки. Данные по всхожести
семян приведены в табл. 1. Последующее культи-
вирование проростков на МС-среде в пластико-
вых контейнерах объемом 500 мл приводило к по-
явлению первых настоящих листьев и формиро-
ванию растений правильной морфологии.

−= 0

0

,tW WI
W
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Как следует из табл. 1, различий между всхо-
жестью у всех трех сортов в нестерильных услови-
ях не обнаружено. При этом для сорта Василиск
предпочтительной была стерилизация 5% раство-
ром гипохлорита натрия в течение 15 мин, для
сорта Фиолетовый бархат ‒ 0.1% раствором хло-
рида ртути(II) в течение 10 мин, для сорта Лю-
бимчик предпочтений нет.

Клональное микроразмножение сортов O. basili-
cum. Асептические растения O. basilicum различ-
ных сортов в возрасте 10 нед. черенковали и поме-
щали на питательные МС-среды, содержащие
минеральные соли в концентрации 1 нормы или
½ нормы без добавления фитогормонов и регуля-
торов роста или с добавлением 0.5 мг/л ИУК,
НУК или ИМК. Экспериментально установлено,
что минеральный и гормональный состав пита-
тельной среды оказывал существенное влияние
на морфометрические показатели исследуемых
сортов базилика (табл. 2).

Установлено, что наибольшая высота была у
растений сортов Любимчик и Василиск, которые
формировались на МС-среде с добавлением
0.5 мг/л НУК, тогда как у сорта Фиолетовый бар-
хат достоверные различия между вариантами от-
сутствовали. В случае с сортом Любимчик данные по
высоте растений, сформировавшихся на МС-среде с
добавлением 0.5 мг/л ИУК не были получены из-
за развившегося со 2-й недели культивирования
некроза и последующей гибели растений. Куль-
тивирование сорта Василиск на ½ МС-средах с
добавлением 0.5 мг/л ИМК, ИУК или НУК, а
также МС-среде с 0.5 мг/л ИУК также приводило
со 2-й недели культивирования к некрозам, что
вызывало гибель растений. Эксперименты по
клональному микроразмножению растений сорта
Фиолетовый бархат на МС-средах с добавлением
НУК не проводились, так как во время предвари-
тельного опыта было установлено, что НУК ин-
дуцировал у данного сорта базилика сильный
каллусогенез без увеличения высоты побега и ко-
личества листьев.

Относительно количества образовавшихся на-
стоящих листьев также были отмечены сортовые
различия (табл. 2). У сорта Любимчик наибольшее
количество листьев формировалось на МС-средах с

0.5 мг/л НУК и ½ МС с 0.5 мг/л ИУК; у сорта Ва-
силиск растения на МС-средах с 0.5 мг/л ИМК
(НУК) превосходили контроль 2 (вариант с
½ нормы солей МС-среды), однако полноценные
результаты не были получены из-за некрозов при
культивировании на большинстве вариантов пи-
тательных сред.

Частота корнеобразования была высокой у
всех изучаемых сортов на большинстве вариантов
питательных сред (табл. 2). В 100% случаев расте-
ния сорта Фиолетовый бархат образовывали кор-
ни (за исключением вариантов ½ нормы солей
МС-среды с 0.5 мг/л НУК, которые приводили к
каллусогенезу, а также МС-среды с 0.5 мг/л
ИМК, когда частота корнеобразования снижа-
лась до 79%). У сорта Василиск наибольшую ча-
стоту корнеобразования отмечали на МС-среде с
НУК, а у сорта Любимчик на половине вариантов
частота корнеобразования превышала 90%.

Клональное микроразмножение видовых расте-
ний O. basilicum зарубежных ex situ популяций.
Асептические видовые растения, полученные из
4 европейских ботанических садов (Польша,
Бельгия, Италия, Германия), в возрасте 1 месяца
разделяли на черенки и помещали на МС-среду
без добавления фитогормонов (контроль) и с до-
бавлением веществ ауксиновой природы – 1 мг/л
ИУК или ИМК. На 42 сут. учитывали три морфо-
логических показателя: высоту растений, количе-
ство листьев, частоту корнеобразования (табл. 3).
Установлено, что по высоте растений существен-
ных различий между вариантами сред и между об-
разцами зафиксировано не было. Различия по ко-
личеству листьев между образцами в пределах од-
ной питательной среды были несущественны. По
количеству листьев в пределах каждого образца
на разных питательных средах различия были не-
существенны, за исключением образца Poland,
где достоверно большее количество листьев было
отмечено на МС-среде с 1 мг/л ИУК. Наиболь-
шая эффективность корнеобразования у всех об-
разцов была отмечена на МС-среде с 1 мг/л ИМК.

Индукция каллусогенеза и органогенеза O. basi-
licum. Изучение влияния гормонального состава
питательной среды на эффективность каллусоге-
неза и органогенеза проводили на различных ти-

Таблица 1. Всхожесть семян Oсimum basilicum при различных режимах стерилизации

Примечание. Приведены средние значения и доверительные интервалы, n = 50.

Сорт

Режим стерилизации

КонтрольNaOCl
10 мин

NaOCl
15 мин

HgCl2
5 мин

HgCl2
10 мин

Любимчик 80.0 ± 6.2 80.0 ± 11.3 80.0 ± 16.0 80.0 ± 11.3 84.7…96.0
Василиск 88.0 ± 11.4 100.0 82.0 ± 13.0 86.0 ± 10.0 83.8…94.0
Фиолетовый бархат 77.5 ± 4.9 82.0…94.0 78.7…96.0 91.2…99.0 80.0 ± 8.8
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пах экспланта (сегменты семядольных листьев,
гипокотили, сегменты листовой пластинки, сег-
менты междоузлий, узлы) на МС-средах без до-
бавления фитогормонов и регуляторов роста
(контроль), а также с добавлением только аукси-
нов (0.5 мг/л ИУК, 2 мг/л 2,4-Д), только цитоки-
нинов (1 мг/л БАП) или сочетания ауксинового и
цитокининового компонентов (3 мг/л БАП +
+ 0.3 мг/л ИУК).

Экспериментально установлено, что у зелено-
листных сортов Любимчик и Василиск на пита-
тельных средах, содержащих БАП, не удалось по-
лучить каллусной ткани (табл. 4). На МС-среде с
0.5 мг/л ИУК каллус образовывался на всех типах
экспланта, однако наибольшую частоту каллусо-
генеза отмечали на листовых эксплантах – 33 и

44% соответственно, а на МС-среде с 2 мг/л 2,4-Д –
88 и 100% соответственно. При измерении содер-
жания сухого вещества в каллусе значения у обо-
их сортов находилось в диапазоне от 4.6 до 7.0%.

У фиолетоволистного сорта Фиолетовый бар-
хат каллусную ткань удалось получить на всех ти-
пах экспланта на различных питательных средах
(табл. 4). В частности, 100% частота каллусогене-
за была отмечена на листовых эксплантах на МС-
среде с добавлением 3 мг/л БАП и 0.3 мг/л ИУК,
на сегментах междоузлий и узлах – на МС-среде с
2 мг/л 2,4-Д и МС-среде с 3 мг/л БАП и 0.3 мг/л
ИУК, на семядольных листьях и гипокотилях –
на МС-среде с 2 мг/л 2,4-Д. Содержание сухого
вещества находилось в диапазоне от 3.8 до 4.6%.

Таблица 2. Морфометрические показатели асептических сортовых растений Oсimum basilicum в зависимости от
состава питательной среды

Примечание. Приведены средние значения и доверительные интервалы по 30 растениям.

Состав питательной среды
Сорт

Любимчик Василиск Фиолетовый бархат

Высота растения, см

МС (контроль 1) 1.90 ± 0.46 Некроз 4.93 ± 1.33
МС + 0.5 мг/л ИУК Некроз Некроз 4.65 ± 0.68
МС + 0.5 мг/л ИМК 3.80 ± 0.69 2.10 ± 0.31 3.58 ± 0.71
МС + 0.5 мг/л НУК 6.45 ± 0.83 3.23 ± 0.22 Каллусогенез
½ МС (контроль 2) 4.44 ± 0.67 2.47 ± 0.35 4.56 ± 0.70
½ МС + 0.5 мг/л ИУК 3.06 ± 0.72 Некроз 4.56 ± 0.75
½ МС + 0.5 мг/л ИМК 3.58 ± 0.51 Некроз 3.99 ± 0.11
½ МС + 0.5 мг/л НУК 5.50 ± 0.94 Некроз Каллусогенез

Количество листьев, шт.

МС (контроль 1) 9.82 ± 2.51 Некроз 6.43 ± 0.73
МС + 0.5 мг/л ИУК Некроз Некроз 5.90 ± 0.83
МС + 0.5 мг/л ИМК 11.00 ± 1.54 16.00 ± 3.92 7.47 ± 1.42
МС + 0.5 мг/л НУК 19.55 ± 3.48 22.00 ± 2.35 Каллусогенез
½ МС (контроль 2) 10.56 ± 2.19 9.68 ± 1.84 9.00 ± 0.74
½ МС + 0.5 мг/л ИУК 15.89 ± 5.91 Некроз 5.75 ± 0.79
½ МС + 0.5 мг/л ИМК 8.56 ± 0.89 Некроз 11.13 ± 1.95
½ МС + 0.5 мг/л НУК 9.10 ± 0.97 Некроз Каллусогенез

Частота корнеобразования, %

МС (контроль 1) 35 Некроз 100
МС + 0.5 мг/л ИУК Некроз Некроз 100
МС + 0.5 мг/л ИМК 85 73 79
МС + 0.5 мг/л НУК 100 95 Каллусогенез
½ МС (контроль 2) 89 32 100
½ МС + 0.5 мг/л ИУК 22 Некроз 100
½ МС + 0.5 мг/л ИМК 94 Некроз 100
½ МС + 0.5 мг/л НУК 95 Некроз Каллусогенез
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Данные по корневому органогенезу представ-
лены в табл. 5. Для сорта Любимчик удалось полу-
чить 100% корневой органогенез на узловых экс-
плантах при выращивании на МС-среде с 1 мг/л
БАП, на гипокотильных эксплантах ‒ на МС-среде
с 0.5 мг/л ИУК. Частота корневого органогенеза у
сорта Василиск была значительно ниже ‒ макси-
мальная частота была получена на листовых экс-
плантах на МС-среде с 0.5 мг/л ИУК, тогда как у
сорта Фиолетовый бархат корневой органогенез
проходил с достаточно высокой частотой (выше
70%) на всех типах экспланта.

Первичный фитохимический скрининг асепти-
ческих растений. На растениях O. basilicum сортов
Любимчик, Василиск (зеленолистные) и Фиоле-
товый бархат (фиолетоволистный) был проведен
первичный фитохимический скрининг по стан-
дартным методикам. Как следует из табл. 6, меж-
ду двумя вариантами минерального состава пита-
тельной среды (МС, ½ МС), как и между сортами
не наблюдалось различий по выявленным груп-
пам метаболитов.

Определение суммарного содержания феноль-
ных соединений (ССФС) в микроклонах и каллу-
сной культуре. Количественный анализ ССФС
проводили на асептических растениях трех сор-
тов базилика – Любимчик, Василиск и Фиолето-
вый бархат (табл. 7). Установлено, что минераль-
ный состав питательной среды не оказывал досто-
верного влияния на ССФС в растениях, однако
были выявлены различия между сортами. Так, в
зеленолистных сортах Любимчик и Василиск
ССФС было достоверно меньше, по сравнению с
фиолетоволистным сортом Фиолетовый бархат.

В следующей серии экспериментов представ-
ляло интерес определить фенольные соединения
в хорошо пролиферирующей каллусной ткани,
культивируемой на МС-среде, содержащей 2,4-Д
в концентрации 1, 2 и 3 мг/л, а также на МС-среде
с 3 мг/л БАП и 0.3 мг/л ИУК. Для этого были вы-
браны сорта Любимчик (зеленолистный) и Фио-
летовый бархат (фиолетоволистный), для кото-
рых была получена хорошо пролиферирующая
каллусная ткань. В табл. 8 представлено ССФС в
каллусе O. basilicum, культивируемом на MС-сре-
де с различным гормональным составом. Для
изучаемых сортов были установлены некоторые
закономерности по ССФС в каллусной ткани,
полученной из стеблевых и листовых эксплан-
тов: наибольшее количество ССФС отмечено в
каллусной ткани, полученной из листовых экс-
плантов; концентрация 2,4-Д не оказывает су-
щественного влияния на ССФС; накопление
фенольных соединений у фиолетоволистного
сорта Фиолетовый бархат было в 2 раза выше, чем
у зеленолистного сорта Любимчик; при исполь-
зовании МС-среды, содержащей БАП (3 мг/л) и
ИУК (0.3 мг/л) ССФС у сорта Фиолетовый бар-
хат превышало показали на МС-средах с добав-
лением 2,4-Д.

В табл. 9 приведены результаты по содержа-
нию флавоноидов в каллусных культурах O. basi-
licum, культивируемых на MС-среде с различным
гормональным составом. Установленные законо-
мерности по содержанию флавоноидов были ана-
логичны закономерностям по ССФС.

Таким образом, ССФС в каллусной ткани сни-
зилось по сравнению с микроклонами у обоих

Таблица 3. Морфометрические показатели асептических видовых растений Oсimum basilicum на питательных
средах различного гормонального состава

Примечание. Приведены средние значения и доверительные интервалы по 30 растениям.

Вариант среды
Образец O. basilicum

Poland Italy Belgium Germany

Высота растений, см

МС (контроль) 4.5 ± 0.5 2.9 ± 1.5 3.0 ± 0.7 4.1 ± 0.7
МС + 1 мг/л ИУК 4.9 ± 2.9 3.1 ± 1.5 2.7 ± 0.3 4.8 ± 1.0
МС + 1 мг/л ИМК 4.3 ± 2.0 2.6 ± 0.9 2.7 ± 0.9 5.2 ± 1.2

Количество листьев, шт.

МС (контроль) 6.5 ± 0.5 7.0 ± 2.6 8.8 ± 0.2 7.2 ± 0.7
МС + 1 мг/л ИУК 9.9 ± 1.9 9.2 ± 1.2 9.1 ± 3.9 6.8 ± 1.0
МС + 1 мг/л ИМК 5.4 ± 2.0 7.9 ± 1.8 7.1 ± 1.4 7.7 ± 0.9

Частота корнеобразования, %

МС (контроль) 31 37 33 22
МС + 1 мг/л ИУК 27 36 25 25
МС + 1 мг/л ИМК 98 73 84 88
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Таблица 4. Частота каллусогенеза сортов Oсimum basilicum на различных типах экспланта при варьировании гор-
монального состава питательных сред

Примечание. Приведены средние значения и доверительные интервалы, n = 50.

Гормональный состав
МС-среды

Частота каллусогенеза, %

сорт Любимчик сорт Василиск сорт Фиолетовый 
бархат

Листья
2 мг/л 2,4-Д 76.8…99.2 100.0 76.0…96.0
0.5 мг/л ИУК 33.0 ± 4.6 44.0 ± 9.0 0
1 мг/л БАП 0 0 74.0 ± 10.0
3 мг/л БАП + 0.3 мг/л ИУК 0 0 100.0

Междоузлия
2 мг/л 2,4-Д 76.4 ± 6.4 0 100.0
0.5 мг/л ИУК 0 0 8.1…15.9
1 мг/л БАП 0 0 0
3 мг/л БАП + 0.3 мг/л ИУК 0 0 100.0

Узлы
2 мг/л 2,4-Д 80.0 ± 6.8 70.0 ± 9.6 100.0
0.5 мг/л ИУК 0 0 0
1 мг/л БАП 0 0 0
3 мг/л БАП + 0.3 мг/л ИУК 0 0 100.0

Семядольные листья
2 мг/л 2,4-Д 40.6 ± 13.8 0 100.0
0.5 мг/л ИУК 0 48.4 ± 10.0 0
1 мг/л БАП 0 0 0
3 мг/л БАП + 0.3 мг/л ИУК 0 0 0

Гипокотили
2 мг/л 2,4-Д 0 0 100.0
0.5 мг/л ИУК 0 0 0
1 мг/л БАП 0 0 7.0…27.0
3 мг/л БАП + 0.3 мг/л ИУК 0 0 0

Таблица 5. Эффективность корневого органогенеза Oсimum basilicum на различных питательных средах на раз-
ных типах экспланта

Примечание. Приведены средние значения и доверительные интервалы, n = 50.

Сорт Тип экспланта Состав питательной среды Частота корневого 
органогенеза, %

Любимчик
Узлы МС + 1 мг/л БАП 100.0
Гипокотили МС + 0.5 мг/л ИУК 100.0
Семядольные листья МС + 0.5 мг/л ИУК 73.0 ± 3.8

Василиск
Узлы МС + 0.5 мг/л ИУК 20.0 ± 4.6
Листья МС + 0.5 мг/л ИУК 53.0 ± 13.6

Фиолетовый бархат

Междоузлия МС + 0.5 мг/л ИУК 70.0 ± 9.4
Семядольные листья МС + 0.5 мг/л ИУК 85.0…95.0
Гипокотили МС + 0.5 мг/л ИУК 100.0
Семядольные листья МС + 3 мг/л БАП + 0.3 мг/л ИУК 80.0 ± 11.2
Гипокотили МС + 3 мг/л БАП + 0.3 мг/л ИУК 100.0
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Таблица 6. Результаты фитохимического скрининга асептических растений сортов Ocimum basilicum

Среда Сорт

Та
ни

ны

Ф
ла

во
но

ид
ы

 (с
 1

0%
 N

aO
H

)

Ф
ла

во
но

ид
ы

(с
 1

0%
 а

це
та

то
м

 с
ви

нц
а)

С
ап

он
ин

ы

А
лк

ал
ои

ды
 (т

ес
т 

М
ай

ер
а)

А
лк

ал
ои

ды
(т

ес
т 

Д
ра

ге
нд

ор
ф

а)

Те
рп

ен
ои

ды
 и

 с
те

ро
лы

(р
еа

кц
ия

 С
ал

ьк
ов

ск
ог

о)

В
ос

ст
ан

ав
ли

ва
ю

щ
ие

 с
ах

ар
а

П
ро

те
ин

ы
 

(Б
иу

ре
то

ва
я 

пр
об

а)

Гл
ик

оз
ид

ы
 

(Р
еа

кц
ия

 К
ел

ле
ра

–
К

ил
иа

ни
)

МС
Любимчик + + + + + + + + + +
Василиск – – – – – – – – – –
Фиолетовый бархат + + + + + + + + + +

½ МС
Любимчик + + + + + + + + + +
Василиск + + + + + + + + + +
Фиолетовый бархат + + + + + + + + + +

Таблица 7. Общее содержание фенольных соединений в растениях сортов Oсimum basilicum на питательных сре-
дах различного минерального состава

Примечание. Приведены средние значения и доверительные интервалы, n = 15.

Минеральный состав 
питательной среды Сорт мг/г сырой массы в пересчете на галловую кислоту

МС
Любимчик 5.3 ± 0.2
Василиск 5.9 ± 0.4
Фиолетовый бархат 7.1 ± 0.4

½ МС
Любимчик 5.5 ± 0.4
Василиск 6.1 ± 0.3
Фиолетовый бархат 7.3 ± 0.5

Таблица 8. Общее содержание фенольных соединений в каллусной ткани Oсimum basilicum, культивируемой на
MС-среде с различным гормональным составом

Примечание. Приведены средние значения и доверительные интервалы, n = 15.

Гормональный состав 
питательной среды

мг/г сырой массы в пересчете на галловую кислоту

сорт Любимчик сорт Фиолетовый бархат

листья стебли листья стебли

1 мг/л 2,4-Д 1.23 ± 0.94 0.68 ± 0.29 2.49 ± 0.35 1.26 ± 0.12
2 мг/л 2,4-Д 1.44 ± 0.36 0.74 ± 0.08 2.51 ± 0.18 1.32 ± 0.06
3 мг/л 2,4-Д 1.40 ± 0.56 0.72 ± 0.43 2.26 ± 0.29 1.29 ± 0.28
3 мг/л БАП + 0.3 мг/л ИУК 1.62 ± 0.46 1.09 ± 0.28 2.87 ± 0.32 1.48 ± 0.12

Таблица 9. Суммарное содержание флавоноидов в каллусах Oсimum basilicum, культивируемых на MС-среде с
различным гормональным составом

Примечание. Приведены средние значения и доверительные интервалы, n = 15.

Гормональный состав 
питательной среды

мг/г сырой массы в пересчете на кверцетин

сорт Любимчик сорт Фиолетовый бархат

листья стебли листья стебли

1 мг/л 2,4-Д 0.31 ± 0.18 0.14 ± 0.09 0.35 ± 0.21 0.15 ± 0.08
2 мг/л 2,4-Д 0.26 ± 0.18 0.17 ± 0.06 0.36 ± 0.24 0.19 ± 0.09
3 мг/л 2,4-Д 0.28 ± 0.19 0.15 ± 0.10 0.25 ± 0.18 0.17 ± 0.11
3 мг/л БАП + 0.3 мг/л ИУК 0.38 ± 0.12 0.18 ± 0.07 0.58 ± 0.18 0.29 ± 0.08
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сортов, однако тенденция к превышению данно-
го показателя у фиолетоволистного сорта Фиоле-
товый бархат над сортом Любимчик сохранилась.
При этом культивирование каллуса на МС-среде
с добавлением БАП и ИУК приводило к повы-
шенным показателям ССФС и суммарного со-
держания флавоноидов по сравнению с МС-сре-
дами с добавлением 2,4-Д.

Влияние наночастиц (НЧ) феррата цинка на на-
копление вторичных метаболитов в каллусной куль-
туре. Исследования проводили на каллусной
культуре, полученной из стеблевых эксплантов
сорта Фиолетовый бархат на МС-среде с добавле-
нием БАП (3 мг/л) и ИУК (0.3 мг/л), а также раз-
личных концентраций НЧ феррата цинка (12.5,
25 и 50 мкг/л). Контролем служила МС-среда без
добавления НЧ. Для характеристики каллусной
ткани использовали такой показатель, как индекс
роста, рассчитанный по биомассе каллусной тка-
ни в начале и конце цикла выращивания. Перво-
начальный вес каллусной ткани во всех вариантах
составлял 0.35 г. Полученные данные представле-
ны в табл. 10. В результате проведенных исследо-
ваний установлено, что добавление в МС-среду
25 мкг/л НЧ приводило к существенному увели-
чению сырой биомассы каллусной ткани, по
сравнению с концентрациями 12.5 и 50 мкг/л.
В варианте с 25 мкг/л НЧ индекс роста каллусной
ткани был наибольшим и составил 3.55. При уве-
личении концентрации НЧ до 50 мкг/л отмечено
снижение индекса роста, что свидетельствует об
ингибирующем действии НЧ на пролифератив-
ную активность дедифференцированных клеток.

Визуальные наблюдения, а также изучение
каллусной ткани на временных препаратах пока-

зали, что наличие в составе питательной среды
НЧ приводило к формированию каллусной ткани
разной плотности и имеющей фиолетовый цвет,
при этом оттенок зависел от концентрации НЧ
(рис. 1). В контрольном варианте каллусная ткань
была средней плотности, имела темно-фиолето-
вый цвет, состояла из гетерогенных по форме и
размеру паренхимоподобных клеток, как правило,
вытянутой формы с крупной вакуолью. В опытных
вариантах, с увеличением концентрации НЧ фер-
рата цинка в МС-среде, плотность каллусной тка-
ни возрастала, а цвет изменялся от темно-фиолето-
вого до светло-фиолетового (рис. 1). В этих вариан-
тах каллусная ткань состояла из гетерогенных по
форме и размеру паренхимоподобных клеток с
крупной вакуолью. Каллусные клетки на МС-сре-
дах, дополненных НЧ феррата цинка, имели
больший размер по сравнению с контрольным
вариантом.

Изучение влияния НЧ феррата цинка на на-
копление фенольных соединений в каллусных
клетках базилика (сорт Фиолетовый бархат) вы-
явило зависимость накопления ССФС и флаво-
ноидов от концентрации НЧ в МС-среде. Уста-
новлено, что увеличение концентрации НЧ при-
водило к снижению величины этих показателей
(табл. 11). Однако достоверных различий не было
обнаружено.

ОБСУЖДЕНИЕ
История культуры тканей и клеток лекар-

ственных растений насчитывает не одно десяти-
летие [14–19]. Эксперименты в этой области имеют
как фундаментальное, так и прикладное значе-

Таблица 10. Показатели каллусной культуры при культивировании на MС-среде, содержащей БАП (3 мг/л),
ИУК (0.3 мг/л) и различные концентрации наночастиц (НЧ) феррата цинка

Примечание. Приведены средние значения и доверительные интервалы, n = 20.

НЧ, мкг/л Сырая биомасса, г Сухая биомасса, г Индекс роста

0 (контроль) 1.27 ± 0.02 0.08 ± 0.02 2.85
12.5 1.30 ± 0.03 0.07 ± 0.04 2.94
25 1.50 ± 0.06 0.08 ± 0.02 3.55
50 1.02 ± 0.09 0.05 ± 0.03 2.09

Рис. 1. Каллусная ткань Oсimum basilicum на МС-среде, содержащей наночастицы феррата цинка (мкг/л): а – 0 (кон-
троль), б – 12.5, в – 25, г – 50. Бар – 0.3 см.

(a) (б) (в) (г)
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ние. К фундаментальному значению можно отне-
сти изучение биологии и физиологии изолиро-
ванных тканей и клеток растений как модельных
систем. Возможность строго контролировать все
аспекты проведения экспериментов in vitro в от-
личие от полевых условий (in vivo), произрастания
природных популяций в естественных (in situ) или
новых (в ботанических садах, ex situ) условиях
позволяет, варьируя определенные параметры,
устанавливать четкие зависимости между изме-
нениями внешних факторов и ответной реакцией
тканей, клеток или микрорастений, определять
механизмы регуляции физиологических процес-
сов на уровне организма, ткани или клетки.
К прикладному значению клеточной инженерии
можно отнести сохранение редких и исчезающих
видов растений, получение и размножение ценных
генотипов (получение гаплоидов и диплоидов, пре-
одоление про- и постгамной несовместимости,
клональное микроразмножение, соматическая ги-
бридизация, криосохранение), проведение клеточ-
ной селекции на устойчивость к неблагоприятным
факторам окружающей среды абиотической или
биотической природы, получение ценных вто-
ричных метаболитов, среди которых особое вни-
мание заслуживают БАВ, в том числе активные
фармацевтические ингредиенты. Изучение мор-
фогенеза для понимания процессов химической
регуляции роста и дифференциации раститель-
ных клеток раскрывает механизмы основных
процессов, опираясь на теоретические положе-
ния цитологии, генетики, физиологии растений,
биохимии, молекулярной биологии, морфоло-
гии, анатомии, эмбриологии и др., обогащая их, в
свою очередь, новыми сведениями [20].

Представители рода Ocimum L. неоднократно
становились объектами биотехнологии, прежде
всего, это касается двух видов – базилик священ-
ный (O. tenuiflorum) и базилик душистый (O. basi-
licum). Нами были рассмотрены отечественные
сорта базилика душистого – Любимчик, Васи-
лиск, Фиолетовый бархат.

В исследованиях по клональному микрораз-
множению O. basilicum ранее уже использовали
варьирование минерального (МС или ½ МС) и
гормонального (прежде всего, содержания аукси-
нов – ИУК, НУК, ИМК) состава питательной

среды [21–23]. В соответствии с полученными на-
ми данными по трем отечественным сортам мож-
но дать следующие рекомендации: сорта Любим-
чик и Василиск (оба зеленолистные) предпочти-
тельно выращивать на МС-среде с 0.5 мг/л НУК,
поскольку в этом варианте обеспечивается наи-
большая высота растения и количество листьев,
наблюдается высокая укореняемость (более 95%).
Для фиолетоволистного сорта Фиолетовый бар-
хат можно рекомендовать питательные среды,
включающие ½ нормы солей МС-среды с/без до-
бавления 0.5 мг/л ИМК. Среды такого состава
обеспечивают наибольшее количество листьев
при 100% укореняемости и формирование относи-
тельно высоких побегов. А для образцов O. basili-
cum из ботанических садов Польши и Италии
предпочтительной являлась МС-среда с 1 мг/л
ИУК, для образца из Бельгии – МС-среда без до-
бавления фитогормонов и регуляторов роста, а
для образца из Германии – МС-среда с 1 мг/л
ИМК. Для индукции каллусогенеза часто ис-
пользуют добавление в состав питательной среды
цитокининового и ауксинового компонента, на-
пример, БАП и ИУК [24–27]. В наших исследова-
ниях этот вариант гормонального состава МС-сре-
ды был оптимальным для фиолетоволистного сор-
та Фиолетовый бархат. Для зеленолистных сортов
Любимчик и Василиск оптимальным было добав-
ление в МС-среду 2,4-Д. Листовые экспланты
продемонстрировали больший потенциал к фор-
мированию каллуса, чем стеблевые, что также
подтверждает результаты других авторов [26]. До-
бавление в МС-среду ИУК способствовало кор-
невому органогенезу как в наших исследованиях,
так и в исследованиях других ученых [28]. Отсут-
ствие единых рекомендаций по режимам индук-
ции каллусогенеза и органогенеза Ocimum spp. от-
ражено и в специализированной литературе [21,
25, 26, 28].

Накопление фенольных соединений видо- и
тканеспецифично, что подтверждается более
ранними исследованиями [29]. Показано, что в
культуре in vitro, используя косвенную регуляцию
с помощью варьирования минерального и гормо-
нального состава питательной среды, можно до-
биться значительного повышения ССФС и инди-
видуальных фенольных соединений по сравне-

Таблица 11. Суммарное содержание фенольных соединений (ССФС) и флавоноидов в каллусах Oсimum basili-
cum, культивируемых на MС-среде с добавлением различных концентраций наночастиц (НЧ) феррата цинка

Примечание. Приведены средние значения и доверительные интервалы, n = 15.

НЧ, мкг/л ССФС, мг/г сырой массы в пересчете 
на галловую кислоту

Суммарное содержание флавоноидов, мг/г 
сырой массы в пересчете на кверцетин

0 (контроль) 2.87 ± 0.32 0.58 ± 0.18
12.5 2.72 ± 0.28 0.51 ± 0.11
25 2.48 ± 0.19 0.50 ± 0.14
50 2.44 ± 0.16 0.52 ± 0.13
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нию с растениями, выращенными в полевых
условиях [30]. Наши ранние данные подтвержда-
ют результаты других исследований по положи-
тельному влиянию добавления в МС-среду БАП
и ИУК на накопление фенольных соединений, в
частности, флавоноидов [31].

Содержание той или иной группы первичных
и вторичных метаболитов варьирует как in vivo и
in vitro, так и между популяциями in situ. Так, San-
ni с соавт. (2008) отмечают, что накопление сапо-
нинов и алкалоидов в листьях растений базилика,
собранных в ботаническом саду, высокое, тогда
как флавоноидов, терпенов, стероидов среднее, а
танины и сахара присутствуют в следовых коли-
чествах [32]. Во время первичного фитохимиче-
ского скрининга во всех опытных вариантах нами
было доказано присутствие всех искомых групп
веществ (танинов, флавоноидов, сапонинов, гли-
козидов, алкалоидов, полифенолов), что под-
тверждает данные других авторов [33–40].

В нашей работе впервые было изучено влия-
ние НЧ феррата цинка на рост биомассы каллуса
различных сортов O. basilicum. Основываясь на
полученных данных, для увеличения сырой био-
массы и получения наибольшего индекса роста
можно рекомендовать добавление в МС-среду
25 мкг/л НЧ феррата цинка. При этом увеличе-
ние концентрации НЧ приводило к снижению
основных морфометрических показателей каллу-
сной культуры. Механизм подобного действия
НЧ феррата цинка еще нуждается в дополнитель-
ном изучении.

Результаты исследования подтверждают вы-
двинутую разными авторами гипотезу о способно-
сти микрорастений и каллусных клеток базилика
накапливать основные первичные и вторичные ме-
таболиты, а также возможность управления этим
процессом с помощью биологических (минераль-
ный и гормональный состав питательной среды)
и физических (наночастицы) элиситоров.

Работа выполнена в рамках тематического
плана-задания на выполнение научно-исследо-
вательских работ Федерального государственного
бюджетного образовательного учреждения выс-
шего образования “Российский государственный
аграрный университет – МСХА имени К.А. Ти-
мирязева” по заказу Минсельхоза России за счет
средств федерального бюджета в 2023 г., а также
при поддержке Министерства науки и высшего
образования Российской Федерации в соответ-
ствии с соглашением № 075-15- 2022-746 от 13 мая
2022 г. (внутренний номер MK-3084.2022.1.4) о
предоставлении гранта в виде субсидии из феде-
рального бюджета Российской Федерации в рам-
ках гранта Президента Российской Федерации на
государственную поддержку молодых россий-
ских ученых ‒ кандидатов наук, докторов наук и
ведущих научных школ Российской Федерации.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

Настоящая работа не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов исследования.
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Получена ризогенная культура Drosera capensis L. Методом ВЭЖХ-УФ-МС проведен сравнитель-
ный анализ влияния разных методов сушки на показатель выхода индивидуальных полифенолов и
1,4-нафтохинонов ризогенной культуры D. capensis L. с ранее полученной морфогенной длительно-
растущей (более 15 лет) культурой D. rotundifolia L. В ризогенной культуре D. capensis L. впервые
идентифицировано 6 соединений (мирицетин-3-O-β-глюкопиранозид, россолизид, 3,3'-ди-O-ме-
тилэллаговой кислоты 4-О-β-D-гликопиранозид, мирицетин, 3,3'-ди-O-метилэллаговая кислота,
плюмбагин).
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ВВЕДЕНИЕ
Росянка (Drosera L.) является одним из круп-

нейших родов плотоядных растений из семейства
росянковых (Droseraceae). Эти растения широко
применяются в народной медицине, а их экстрак-
ты обладают антимикробными, противогрибко-
выми и противоопухолевыми свойствами [1, 2].
Считается, что биологическая активность Drosera
обусловлена 1,4-нафтохинонами и флавоноида-
ми [3].

Разные виды Drosera накапливают два основ-
ных нафтохинона – плюмбагин и 7-метилюглон
[4], и в небольших количествах – гидроксиплюм-
багин-4-О-гликозида, дрозерон, гидроксидрозе-
рон, дрозерон-5-гликозид, гидроксидрозерон-8-
гликозид, россолизид [3, 5–7]. Основными фла-
воноидами, обнаруженными в роде Drosera, явля-
ются кверцетин, гиперозид, кемпферол, мирице-
тин [8–10]. Еще одной группой вторичных мета-
болитов Drosera являются эллаготанины, в
частности, продукт их разложения – эллаговая
кислота [11]. Таким образом, род Drosera – бога-
тый источник экономически ценных вторичных
метаболитов. Однако, естественный ареал росян-
ки под действием антропогенных факторов стре-
мительно сокращается [12]. Получение хорошо
растущей культуры клеток Drosera с высокими
показателями синтеза биологически активных

веществ востребовано на рынке фармакологиче-
ских субстанций [13].

Исследование вторичного метаболизма в це-
лом растении весьма трудоемкий процесс, обу-
словленный долгим жизненным циклом расте-
ний, привязанностью к месту обитания, климату,
зависимостью от погодных и других условий
окружающей среды. Одним из эффективных спо-
собов в исследовании биохимических процессов
и самих веществ является использование модель-
ных систем. Для растений, одним из вариантов
модельных систем является культура клеток, тка-
ней и органов in vitro. Поэтому культура клеток
росянки является не только источником ценных
вторичных метаболитов, но и важным объектом в
исследовании и в понимании вторичного метабо-
лизма полифенолов и нафтохинонов. Различные
природные модификации структур молекул
определяют специфические свойства веществ.
Способ извлечения этих веществ, применяемый
растворитель и метод сушки растительной ткани
в итоге могут негативно сказываться на составе
вторичных метаболитов растительных тканей.

Цель данной работы – исследовать состав по-
лифенолов и нафтохинонов в морфогенных куль-
турах двух видов D. rotundifolia и D. capensis при
различном способе высушивания исходного ма-
териала.

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Объект исследования. В качестве объектов ис-
следования использовали две линии морфоген-
ной культуры D. rotundifolia под обозначением
“DR Green Dark”, “DR Green Light”, полученные
в 2005 г. в лаборатории биотехнологии Биолого-
почвенного института [14], и полученную в рамках
настоящего исследования ризогенную культуру
in vitro D. capensis под обозначением “DC Dark”.

Получение культур клеток D. capensis. В каче-
стве эксплантов использовали листья растения
Drosera capensis L. Листья промывали детергентом,
затем теплой водой и стерилизовали 0.1% диоци-
дом в течение 5 мин. После стерилизации материал
трехкратно отмывали в стерильной дистиллиро-
ванной воде. Стерильные листья просушивали на
стерильной фильтровальной бумаге и использо-
вали в качестве эксплантов, помещая их на агари-
зованную питательную среду. Чашки Петри с
первичным эксплантом культивировали в темно-
те при температуре 25 ± 1°С и влажности 70 ± 5%.

Для индукции каллусогенеза использовали
MС-среду, приготовленную по стандартной про-
писи [15] c семью разными сочетаниями фитогор-
монов: α-нафтилуксусную кислоту (НУК), кинетин
(кин) и 6-бензиламинопурин (БАП). Сочетания и
концентрации гормонов в среде представлены в
табл. 1.

Инициация образования каллуса произошла
при замене регулятора роста на 2,4-дихлорфенок-
сиуксусную кислоту (2,4-Д) в концентрации
1 мг/л.

После начала каллусогенеза объекты были пе-
ренесены на стандартную коллекционную среду
W0 (MС-среда со сниженным содержанием нит-
рата аммония NH4NO3 до 400 мг/л среды), ис-
пользуемую в институте (ФНЦ Биоразнообразия
ДВО РАН), с регуляторами роста НУК (2 мг/л) и
БАП (0.5 мг/л).

Исследование ростовых характеристик полу-
ченной линии D. capensis и двух других исследуе-
мых линий D. rotundifolia производили на основа-
нии данных сухого веса биомассы. Индекс роста
определяли по формуле:

где  ‒ начальная масса культуры, г;  ‒ масса
культуры в конце цикла выращивания, г.

−= 0

0

,tW WI
W

0W tW

Условия культивирования. Культивирование
проводили на среде W0 с добавлением тиамина
(B1) ‒ 0.2 мг/л, пиридоксина (B6) ‒ 0.5 мг/л, ни-
котиновой кислоты (PP) ‒ 0.5 мг/л, мезоинозито-
ла ‒ 100 мг/л, пептона ‒ 100 мг/л, сахарозы ‒
25000 мг/л, агара ‒ 6000 мг/л и гормонов НУК ‒
2.0 мг/л, БАП ‒ 0.5 мг/л. Каллусы выращивали в
колбах объемом 100 мл (33 мл питательной сре-
ды) в темноте (линии D. capensis “DC Dark”,
D. rotundifolia “DR Green Dark”) при 25 ± 1°С и
на свету (линия D. rotundifolia “DR Green Light”)
при 25 ± 1°С, влажности 70 ± 5% и интенсивно-
сти освещения люминесцентными лампами (белый
свет) 49 мкмоль/(с м2) в режиме 16/8 ч день/ночь,
соответственно. Цикл выращивания составлял
30 сут. Для пересева использовали фрагменты
каллуса с размером 0.8 см3.

Подготовка проб для фитохимического анализа.
Для анализа биомассу подготовили двумя разны-
ми способами: высушивали в потоке теплого воз-
духа (+40°С) и измельчили с использованием
жидкого азота (1 способ), высушивали в аппарате
лиофильной сушки (2 способ). 50 мг измельчен-
ной биомассы экстрагировали 1 мл 80% метанола
в течение 30 мин с использованием ультразвуко-
вой бани. Экстракт выдерживали 12 ч без доступа
света, супернатант фильтровали (0.45 мкм, Milli-
pore, “Бедфорд”, США) и использовали для фи-
тохимического анализа.

Фитохимический анализ. Для анализа вторич-
ных метаболитов в биомассе морфогенных куль-
тур D. rotundifolia и D. capensis была использована
аналитическая высокоэффективная жидкостная
хроматография с ультрафиолетовым и масс-
спектрометрическим детектированием (ВЭЖХ-
УФ-МС). Экстракты анализировали с использо-
ванием хроматографа 1260 Infinity (“Agilent”, США)
совмещенного с тандемным масс-спектрометром
Bruker HCT ultra PTM Discovery System (“Bruker
Daltonik”, GmbH, Германия). Разделение прово-
дили на аналитической колонке Zorbax C18
(150 × 2.1 мм, 3.5 мкм, “Agilent”, США) термоста-
тированной при 40°С. В качестве подвижной фазы
использовали раствор муравьиной кислоты (0.1%)
в деионизированной воде (раствор А) и ацетонит-
рил (раствор Б). Градиентное элюирование про-
водили со скоростью потока 0.2 мл/мин по следу-
ющей схеме: от 10% до 35% раствора Б за 40 мин,
затем до 95% раствора Б до 50 мин и 95% раствора
Б до 60 мин. УФ-спектры записывали в диапазоне
λ 200–800 нм с использованием детектора на ди-

Таблица 1. Гормональный состав сред, использованных при получении и выращивании культуры клеток
D. capensis

№ среды 1 2 3 4 5 6 7

Гормон и его концентрация
в среде, мг/л

НУК 2/кин 1 НУК 2/кин 0.5 НУК 1/кин 0.5 НУК 2 НУК 2/БАП 1 НУК 2/БАП 0.5 НУК 1/БАП 0.5
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Рис. 1. Внешний вид линий морфогенных культур D. rotundifolia и D. capensis: (а) – линия “DR Green Light”; (б) – “DR
Green Dark”; (в) – “DC Dark”. Масштаб 1:5.

1 мм 1 мм 1 мм

(a) (б) (в)

одной матрице. Масс-спектрометрические дан-
ные для подтверждения идентификации определя-
емых компонентов получали в условиях ионизации
электрораспыления и регистрации отрицательных
ионов с диапазоном регистрируемых значений
m/z 100–1000. Количественный анализ полифе-
нолов производили при длине волны 265 нм,
нафтохинонов – при 330 нм.

Статистический анализ данных. Для статисти-
ческой обработки данных использовали програм-
му GraphPad Prism 8. Достоверность результатов
была рассчитана с помощью t-теста, критерия
Уилкоксона и U-критерия Манна-Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Получение культур клеток D. capensis. На пер-
вых этапах работы с D. capensis, основываясь на
литературных данных, для индукции каллусоге-
неза использовали агаризованную MС-среду с
НУК и цитокининами [16, 17]. Культивирование
эксплантов на этих средах в течение двух месяцев
существенных результатов не дало. При повтор-
ных экспериментах, для индукции каллусогенеза
регулятор роста поменяли на 2,4-Д. В результате
проведенных экспериментов по влиянию различ-
ных регуляторов роста на каллусогенез было уста-
новлено, что первичная культура D. capensis фор-
мируется на среде, содержащей гормон 2,4-Д в
концентрации 1 мг/мл. Первичный каллусогенез
начинался непосредственно из листьев спустя
пятнадцать дней культивирования с образовани-
ем побегов. Полученные каллусные культуры ха-
рактеризовались светло-желтым цветом и твер-
дой структурой. После переноса культур на среду
W0 НУК 2 мг/л, БАП 0.5 мг/л, на двадцатые сутки
был сформирован твердый ризогенный каллус
in vitro с плотной структурой (рис. 1в). На некото-
рых участках образовывались плотные перьевид-
ные отростки белого цвета. На остальных вариан-
тах используемых сред ростовые процессы не были
выявлены. Полученная культура выращивается в
течение 2 лет, за это время ее морфологическая

структура не менялась. Индекс роста полученной
культуры D. capensis составляет 3.7. Индекс роста
линий D. rotundifolia “DR Green Dark” “DR Green
Light” равен 2.2 и 5.0, соответственно.

Фитохимическая характеристика морфогенных
культур Drosera. В результате ВЭЖХ-УФ-МС
анализа в исследуемых линиях идентифициро-
вано двенадцать биологически-активных соеди-
нений – флавоноиды и их гликозиды (мирице-
тин-3-O-β-глюкопиранозид (два изомера), гипе-
розид, изокверцетин, мирицетин и кверцетин),
производные эллаговой кислоты (гликопирано-
зид 3-O-метилэллаговой кислоты, 3,3'-ди-О-
метилэллаговой кислоты 4-O-β-D-гликопира-
нозид, 3,3'-ди-O-метилэллаговой кислоты), галлат
эпигаллокатехина и 1,4-нафтохиноны (россолизид
и плюмбагин) (рис. 2). Идентификация соедине-
ний была произведена ранее и опубликована в на-
шей предыдущей работе [14].

В ризогенном каллусе in vitro D. capensis иден-
тифицировано 6 основных соединений: мирице-
тин-3-O-β-глюкопиранозид, россолизид, 3,3'-ди-
O-метилэллаговая кислота и ее 4-О-β-D-гликопи-
ранозид, мирицетин, плюмбагин (рис. 2).

Сопоставление разных способов сушки и ис-
пользования свежесобранной биомассы для ко-
личественного анализа полифенолов и 1,4-наф-
тохинонов выявило несколько различий (табл. 2).
Первое, при разных методах сушки качественный
состав полифенолов существенно не различался
(за исключением галлата эпикатехина, который
не был обнаружен при воздушной сушке в двух
линиях), однако, количественное содержание
при лиофильной сушке было выше (от 0.01 до
0.2 мкг/г сухого веса). Второе, 1,4-нафтохиноны
лучше идентифицировались после воздушной
сушки. Поскольку 1,4-нафтохиноны являются,
наравне с флавоноидами, одними из важных це-
левых соединений Drosera определяющих биоло-
гическую активность экстрактов, для дальней-
ших расчетов и оценки продуктивности линий
использовали результаты анализа экстрактов об-
разцов после воздушной сушки.
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Количественный анализ полифенолов и наф-
тохинонов, содержащихся в культурах клеток
двух видов растения рода Drosera – D. rotundifolia и
D. capensis выявил существенные различия между
линиями (табл. 2). Высокие показатели произво-
дительности полифенолов установлены для ли-
нии “DR Green Light”, в частности, по накопле-
нию флавоноидов, они превышают в три раза
аналогичные показатели в линии “DR Green
Dark”, и в 20 раз – линии “DC Dark”. По показа-
телям производных эллаговой кислоты в 1.5 ра-
за – линии “DR Green Dark” и в 3 раза “DC

Dark”. По показателям накопления 1,4-нафтохи-
нонов положительно отличилась полученная ли-
ния ризогенного каллуса D. capensis “DC Dark”.
В этом случае, показатель плюмбагина в два раза
превышает все линии “DR Green Dark”.

ОБСУЖДЕНИЕ
Получение новых культур клеток является не-

отъемлемым этапом большинства направлений
исследований растительной биологии и биотех-
нологии. Особый интерес при этом представляют
культуры клеток плотоядных растений, как ис-

Рис. 2. Хроматографический профиль (ВЭЖХ, 330 нм) экстрактов из морфогенных каллусов D. rotundifolia и D. capensis
после сушки теплым воздухом (+40°С): (а) – линия “DR Green Light”; (б) – “DR Green Dark”; (в) – “DC Dark”. Ну-
мерация на хроматограмме соответствует номерам пиков из таблицы 2.
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точники ценных вторичных метаболитов. Полу-
чение микроклонов и культивирование растений
Drosera хорошо разработанная технология [17].
Однако, плантационное культивирование D. ro-
tundifolia и D. capensis практически невозможно.
Во-первых, растения сами по себе маленького
размера 10–15 см в высоту, во-вторых, специфич-
ная среда обитания – торфяные болота, площа-
дей которых с каждым годом все меньше [12], а
воссоздание среды обитания – затратное меро-
приятие. Полученная ранее нами стабильная
длительно-растущая морфогенная культура D. ro-
tundifolia дала основу для поиска новых систем
для исследования вторичного метаболизма пло-
тоядных растений. D. capensis, как близкород-
ственного вида D. rotundifolia со схожим фитохи-
мическим составом, могла бы стать новой срав-
нительной моделью.

Получить каллусную культуру D. capensis уда-
лось с использованием гормона 2,4-Д из листьев
интактного растения классическими методами.
Индукция каллусогенеза является известным
свойством 2,4-Д [18, 19]. Длительное выращива-
ние на 2,4-Д оказалось невозможным из-за инги-
бирования ростовых процессов на втором пасса-
же. В результате произвели смену среды на стан-
дартную коллекционную среду с фитогормонами
НУК и БАП, которая привела к получению ризо-
генной культуры с высокими показателями роста
(индекс роста не менее 5 в течение года). Полу-
ченный результат интересен тем, что при микро-
клональном размножении растений рода Drosera
весьма проблематичным является индукция кор-
необразования и, именно, укоренение растения
[17, 20–22], а в нашем случае сразу происходит
формирование ризогенной клеточной культуры.
Использование данного соотношения гормонов
может быть перспективным и для укоренения
микроклонированных растений. В аналогичных
условиях ранее была получена морфогенная кле-
точная культура D. rotundifolia, культивируемая
длительное время (с 2005 г.) в темноте, однако,
ткань развивалась преимущественно побегами
[14]. При выращивании морфогенной клеточной
культуры D. rotundifolia на свету повышались по-
казатели накопления вторичных метаболитов –
флавоноидов и 1,4-нафтохинонов, при этом по-
казатели роста были выше, чем у тканей, выра-
щиваемых в темноте. Свет является одним из
наиболее важных факторов, влияющих на рост и
выработку вторичных метаболитов растениями
[23]. В исследовании о влиянии светодиодных ис-
точников света на D. bermannii было показано, что
при белом светодиодном освещении увеличива-
лось количество плюмбагина в побегах относи-
тельно корней, но спустя две недели эффект про-
шел [24]. Напротив, в работе Wojciech с соавт. [25]
о влиянии сине-красного света на фенольные со-
единения в семействе Droseraceae полагают, что

этот фактор не изменяет общего содержания фе-
нолов, но влияет на накопление специфических
фенолов и снижает содержание плюмбагина. На
основании имеющихся данных можно заклю-
чить, что вопрос влияния света на жизнедеятель-
ность росянки, в частности на накопление вто-
ричных метаболитов, остается дискуссионным.

Исследование особенностей накопления и из-
влечения биологически активных вторичных ме-
таболитов из культур клеток является важной
прикладной и фундаментальной задачей совре-
менной биологии растений. В растениях in vitro
Drosera, обнаружены флавоноиды: кверцетин,
кверцетрин, изокверцетин, мирицетрин и др. в
небольшом количестве в видах D. rotundifolia,
D. capensis, а также D. intermedia, D. spatulata [21].
Кроме самих флавоноидов, в растениях находят
их гликозилированные формы, наиболее рас-
пространенными из которых являются формы
3-О-глюкозида или 3-О-галактозида. Эти веще-
ства распространены во многих видах растений.
Например, у D. madagascariensis и D. rotundifolia
было обнаружено, что кверцетин составляет око-
ло 2 и 0.49% сухого веса исследованных растений
соответственно, тогда как количество флавонолг-
ликозида – гиперозида (кверцетин 3-O-галакто-
зид) составляло 3.75 и 6.36%, соответственно [26,
27]. Другое исследование D. rotundifolia также под-
твердило эту тенденцию, выявив 0.17 и 2.89% су-
хого веса для кверцетина и гиперозида, соответ-
ственно [9]. В нашей работе наблюдается такая же
закономерность (табл. 2). Количественное содер-
жание флавоноидных гликозидов варьирует от-
носительно литературных данных. Так, общее со-
держание веществ в среднем составляет от 5 до
10%, при этом среди флавоноидов обнаружены
чаще всего: гиперозид, мирицетин-3-О-галакто-
зид, изокверцитрин, кверцетин. В исследовании
Paul A. Egan [3] показано, что в D. rotundifolia,
кверцетин может быть обнаружен на уровне
6.40%, а кверцетин-3-О-галактозид – на уровнях,
достигающих 6.36%. Большее количество флаво-
ноидов и их гликозидов находится в листьях,
стеблях и цветках растений, чем в корнях [17].
В нашей работе флавоноиды также преобладали в
морфогенной культуре, состоящей из надземных
побегов.

В литературных данных сообщается, что ин-
тактное растение D. rotundifolia богато флавонои-
дами, 1,4-нафтохинонами, эллаговой кислотой и
ее производными [28]. Большинство из этих ве-
ществ были идентифицированы в исследуемых
образцах. Их структурное разнообразие схоже
описанному в литературе для интактных расте-
ний D. rotundifolia и количественно больше в об-
разцах линии “DR Green Light” [28, 29]. В иссле-
довании R. Caniato с соавт. [30] сообщается об от-
сутствии вариации соединений между корнями и
надземными органами у диких популяций D. ro-
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tundifolia, у видов D. capensis наблюдается замет-
ная разница между содержанием нафтохинонов в
корнях и побегах растений – в корнях большее
содержание 7-метилюглона, чем в побегах данно-
го вида. Однако был проведен отдельный анализ
подборки частей растений D. capensis, который
показал, что самая большая концентрация 7-ме-
тилюглона была обнаружена в цветках.

Выделение и биосинтез галлат эпигаллокате-
хина мало рассмотрен и обобщен в литературных
данных о хищных растениях. Однако, это соеди-
нение является основным компонентом различ-
ных видов чая, содержащимся преимущественно
в листьях и проявляющем значительную биоак-
тивность, включая потенциальную противорако-
вую и противовоспалительную [31]. Малая изу-
ченность биосинтеза и физиологических функ-
ций этого соединения у хищных растений может
открыть новое направление для исследований.

В нашем исследовании содержание флавоно-
идных гликозидов, производных эллаговой кис-
лоты и 1,4-нафтохинонов значительно не отлича-
ется, однако измельчение высушенного теплым
воздухом материала в ступке более трудоемко,
чем высушенного лиофилизацией.

Таким образом, исследуемые морфогенные
культуры D. rotundifolia и D. capensis являются
перспективными источниками возобновляемо-
го сырья с высоким содержанием полифенолов
и 1,4-нафтохинонов. При этом способ высушива-
ния материала лишь незначительно влияет на вы-
ход исследуемых веществ.

В работе использовали оборудование Центра
коллективного пользования “Биотехнология и
генетическая инженерия” ФНЦ Биоразнообра-
зия ДВО РАН.

Работа выполнена в рамках государственного
задания Министерства науки и высшего образо-
вания Российской Федерации (№ 121031000144-5) и
при частичной поддержке Российской федераль-
ной программы академического лидерства “При-
оритет 2030” (№ 23-01-3.04.0001).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов исследования. Авторы заявляют об
отсутствии конфликта интересов.
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Исследование посвящено сравнительной характеристике флавоноидов и фенилэтаноидов корня
дикого растения шлемника байкальского (Scutellaria baicalensis) и культуры корневых волосков.
Культура корневых волосков, полученная из семян дикого растения, демонстрирует практически
идентичный с корнем набор метаболитов, при этом показывая различия в обильности метилиро-
ванных и гликозилированных производных обоих классов соединений. Отмечено существенное на-
копление сахарозы корнями интактного растения. Метилированные флавоны, ответственные за защиту
растения от биотических и абиотических стресс-факторов, более обильны в культуре корневых волос-
ков. В обоих образцах впервые идентифицирован 7-сульфат 6-ОМе вогонин. Визуализация масс-
спектрометрических данных метаболома посредством селективного ионного мониторинга показа-
ла себя как удобный инструмент обнаружения изменения метаболизма, вызванного факторами
внешней среды или повреждением растения.

Ключевые слова: Scutellaria baicalensis Georgi, культура корневых волосков, метилированные флаво-
ны, сравнительный метаболом, фенилэтаноиды
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ВВЕДЕНИЕ

Метаболиты растений являются инструмен-
том коммуникации с окружающей средой и ее
стресс-факторами. Одной из важнейших их
функций вторичных метаболитов является взаи-
модействие с почвенным микробиомом, который
прямо или косвенно, оказывает влияние на мета-
болизм растений, а также на сохранение корне-
вых почек. Гены, участвующие в путях биосинтеза
этих специализированных метаболитов, занима-
ют значительное место в большом массиве генома
Scutellaria baicalensis [1, 2]. Корни Scutellaria bai-
calensis известны тем, что они обогащены опреде-
ленными 4′-дезоксифлавонами. Различные мо-

дификации, в основном, метилирование и глико-
зилирование молекул обоих классов полифенолов
доводят число метаболитов до 130 [3]. Среди всех
культур in vitro, а именно суспензий и каллусов,
культура корневых волосков устойчиво синтези-
рует фенилэтаноиды (ФЭ), каффеноил рутино-
зид гидрокситиразола и ряд его производных.
Культура корневых волосков продуцирует мета-
болиты в сопоставимых с корнем растения весо-
вых отношениях [4]. Среди них флавоны с высо-
ким терапевтическим потенциалом (вогонин 4,
ороксилин А 5 и байкалеин 3), благодаря которым
сохраняется интерес к корневым волоскам, как к
промышленному биотехнологическому проду-
центу этих трех флавонов.

Культура корневых волосков, полученная из
семян дикого растения Забайкальского края Рос-
сии [5], продуцирует идентичную палитру из
восьми метилированных флавонов (МФ), в кото-
рых кроме моно-метилированных флавонов 4 и 5,
в сопоставимой доле синтезируются тетра- и пен-
та-метилированные 8 и 9 [6]. Стоит отметить, что

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330323601061 для авторизованных поль-
зователей.
Сокращения: В5 – среда по Гамборгу, ВЭЖХ – высокоэф-
фективная жидкостная хроматография, ЖХ-МС анализ –
жидкостная хроматография с тандемной масс-спектромет-
рией, МФ – метилированные флавоны, ФЭ – фенилэта-
ноиды.
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в составе метаболома корня растения, культиви-
рованного в Китае, из 132 веществ половина ме-
тилированы [3].

Масс-спектрометрический анализ сечения
корня с применением лазерной абляции и ЖХ-МС
экстрактов обнаружил локализацию МФ в коре
[7, 8]. Этот факт стал толчком к изучению роли
трех целевых флавонов 3, 4, 5 в физиологии само-
го растения [8]. Сходство состава МФ в корнях и
волосках определяется единой природой проис-
хождения в результате инфицирования пророст-
ков семян растения почвенным биомом и бакте-
риальной культурой, соответственно [9]. Биосин-
тез и регуляция метаболитов корня частично
расшифрованы [1, 10–13], однако, многие пробелы
в знаниях еще предстоит заполнить. Образование
специфических метаболитов в ответ на биоинва-
зию возникает вследствие вмешательства в важ-
ные клеточные механизмы и структуры растения.
Безусловно, не может быть универсального набо-
ра веществ, учитывающего все типы вредителей и
патогенов, эволюционируя, растение вырабаты-
вает несколько типов метаболитов для борьбы с
ними. Эти же вещества могут синтезироваться и
культурой волосков, роль которых для противо-
действия биоинвазии еще предстоит установить
[14]. Настоящее сообщение предлагает сравни-
тельный анализ метаболитов дикого корня и его
культуры корневых волосков в надежде, что но-
вые знания приведут к большему пониманию ме-
ханизмов зашиты растения и его физиологии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал и условия роста. В каче-

стве объекта исследования использовали корне-
вые волоски S. baicalensis из коллекции ИФР РАН
[5]. Корневые волоски культивировали в жидкой
питательной среде В5 по Гамборгу [15] без гормо-
нов по схеме, описанной ранее [16]. Такая схема
подразумевает выращивание культуры в течение
двух недель в колбах, объемом 100 мл с добавле-
нием жидкой питательной среды – 40 мл, затем
перенос их в колбы, объемом 300 мл с содержани-
ем среды – 80 мл. Перекись водорода добавляли
на 7 день культивирования, так как в течение это-
го времени происходила адаптация корней после
перенесения на новую питательную среду. Корни
дикорастущего растения S. baicalensis заготовле-
ны в окрестностях пгт. Орловский Забайкальско-
го края. Корни были высушены в тени.

Экстракция и подготовка проб к ЖХ-анализу.
Отбор проб и экстракцию флавоноидов этанолом
проводили по методу, описанному ранее [8]. Око-
ло 100 мг культуры корневых волосков и корней
экстрагировали дважды этанолом 2 ч при 50°С.
Объединенный экстракт центрифугировали 3 мин
при 15 тыс. об/мин., супернатант отбирали для
дальнейшего анализа методом ЖХ-МС (жидкост-

ная хроматография с тандемной масс-спектро-
метрией). Фильтрацию проб проводили через
шприцевые PTFE фильтр-насадки (“Phenomenex”,
США) размер пор 0.45 мкм, диаметр – 13 мм.

ЖХ-МС анализ был проведен в центре коллек-
тивного пользования “Биотехнология и генети-
ческая инженерия” Федерального научного цен-
тра наземного биоразнообразия Восточной Азии
ДВО РАН. Идентификацию и количественное
определение всех компонентов проводили с ис-
пользованием аналитической ВЭЖХ-МС/МС
системы Infinity 1260 (Agilent Technologies, “Santa
Clara”, CA, США), оснащенной фотодиодным
матричным детектором G1315D, насосом G1311C,
термостатом колонки G1316A и автосамплером
G1329B. Хроматографическая система была со-
пряжена с масс-спектрометром с ионной ловуш-
кой (Bruker HCT ultra PTM Discovery System,
“Bruker Daltonik GmbH”, Бремен, Германия),
оснащенным электроспрей ионизирующим ис-
точником (ESI). МС-анализы проводились в ре-
жиме регистрации отрицательных ионов. Ис-
пользовались следующие параметры прибора:
диапазон детектирования m/z составлял 100–760,
расход осушающего газа (N2) 10.0 л/мин, давле-
ние распыляемого газа (N2) 241 кПа, потенциал
источника ионов составлял 4.0 кВ, температура
осушающего газа 365°C. Тандемные масс-спек-
тры были получены в режиме Auto-MS2 (интел-
лектуальная фрагментация) с использованием
увеличения энергии столкновения. Амплитуда
фрагментации была установлена равной 1 В. Дан-
ные собирались с помощью программного обес-
печения Bruker Daltonics Compass 1.3 esqure control
(версия 6.2.581.3) и обрабатывались с помощью
программного обеспечения для анализа данных
Bruker Daltonics Compass 1.3 (версия 4.0.234.0).

Для разделения использовали аналитическую
колонку (Zorbax C18, 150 мм, i.d 2.1 мм, 3.5 мкм
part size, “Agilent Technologies”, США). Разделе-
ние проводили при следующих условиях: темпе-
ратура колонки составляла 40°C, подвижная фаза
состояла из 0.1% водного раствора муравьиной
кислоты (А) и ацетонитрила (В). Использовали
следующий градиент элюирования со скоростью
потока 0.2 мл/мин: 0 мин 20% В; 3 мин 20% В;
25 мин 80% В, 30 мин 100% В, а затем элюент В
до 40 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Представление ЖХ-МС данных

Методы тандемной масс-спектрометрии для
изучения метаболома растений являются наибо-
лее подходящими среди других методов, приме-
няемых для анализа экстрактов, содержащих
большое количество компонентов [17]. Такой
подход не предусматривает обязательного опре-
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деления строения молекул веществ, извлеченных
из растения. Получаемый методом ЖХ-МС набор
данных (время удерживания, спектрофотометри-
ческие данные, масс-спектр ионов и продуктов
их фрагментации) позволяют идентифицировать
и определить вещества и их принадлежность в со-
ставе метаболома.

Тщательно установленный биохимический
состав корней, культивируемого в Китае расте-
ния Scutellaria baicalensis [3], дал возможность
определить и сравнить по ЖХ-МС данным состав
веществ, принадлежащих к классам углеводов,
фенилэтаноидов (ФЭ), флавоноидов, корневых
волосков и корней дикого растения. В источнике
ионов масс-спектрометра вещества этих классов
трансформируются в алкоголят-, фенолят-, а

глюкурониды флавонов еще и в карбоксилат-
анионы [М–Н]–. Таким образом, применение
ЖХ-МС с электроспрей ионизацией в режиме ре-
гистрации отрицательных ионов позволяет оце-
нить так же относительные содержания веществ,
исключая углеводы, позволяя сопоставить соот-
ношение флавонов и их гликозидов в волосках и
корнях для понимания физиологии растения.

Вследствие различной полярности, метаболи-
ты хроматографически разделяются на 4 услов-
ные фракции, представленные в виде полного
ионного тока (ПИТ): углеводы (ф1), гликозиды
фенилэтаноидов и флавонов (ф2), флавоны (ф3)
и метилированные флавоны (ф4), представлен-
ные в виде полного ионного тока (ПИТ) (рис. 1).
Класс и тип соединений был определен исходя из

Рис. 1. Профиль хроматограммы полного ионного тока и полного масс-спектра экстрактов S. baicalensis. (а) – корень,
(б) – культура корневых волосков. Ф1–Ф4 – условные фракции, отнесенные к углеводам, гликозидам фенилэтанои-
дов и флавоноидам, свободным флавонам и метилированным флавоном соответственно. С – сахароза.
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интегральных масс-спектров (иМС) фракций,
продуктов фрагментации анализируемых ионов
и времени удерживания. Детальные данные пред-
ставлены в оригинальной форме [8].

Полный масс-спектр (ПМС) элюированных
метаболитов показывает относительное содержа-
ние флавоноидов и фенилэтаноидов. Сахароза,
представляющая основное вещество первой фрак-
ции, отражается в ПИТ пиками алкоголят-аниона
m/z 341, аддукт-ионами с хлором m/z 377/379, с му-
равьиной m/z 387 (корневые волоски) или уксус-
ной кислотой 401 (корни) (рис. 1). Обилие сахаро-
зы (ф1) и метилированных флавонов (ф4) срав-
нивать не совсем корректно из-за различия
сечений ионизации этих классов веществ.

Профиль метилированных флавонов
Палитра метилированных флавонов – фи-

нальных компонентов пути биосинтеза в корне-
вых волосках и корне Scutellaria baicalensis, иден-
тична по качественному составу, но отличается
количественным соотношением веществ [6]
(рис. 2а, 2б). Заметное многообразие МФ корней
связано с формированием коры. Примечательна
обильность моно- и тетра-метилированных фла-
вонов 4 и 8 в корне и культуре корневых волосков
партии 1. Профили их ионных хроматограмм (ИХ)
показывают высокую чувствительность культуры
корневых волосков к изменениям условий среды.
Так, отмечено, что соотношение МФ при пересе-
вах культуры волосков меняется. Если насыщен-
ность МФ корневых волосков партии 1 напоми-
нает палитру корня, то МФ партии 2 сохраняют-
ся заметными только три-ОМе флавона 6 и 7
(m/z 343), в то время как превалируют флавоны 4
и 8 (рис. 2б, слева).

Оксидативный стресс, вызванный добавлени-
ем в среду 20 мкл 3% перекиси водорода, демон-
стрирует завидную устойчивость 8-О-метил-
трансферазы и ее продукта – вогонина 4, партия 3
(рис. 2б, справа). Интересным представляется
факт непременной потребности культуры волос-
ков в МФ флавонах 4 и 8. Насыщенная палитра
МФ корня и обилие в нем финального пента-
ОМе флавона 9 характеризует защитную функ-
цию коры корня [8] (рис. 2б).

Свободные или гидроксилированные флавоны
Биосинтез корнеспецифичных флавонов, на-

чинающийся дегидрированием пиноцембрина 0 с
превращением его в хризин 1, из которого в даль-
нейшем с помощью 6- и 8-гидроксилаз образует-
ся байкалеин 3 и нор-вогонин 2, соответственно
[1]. Однако все больше появляется данных, что
данный путь не является исключительным.
В корнях растений присутствуют и другие три-
ОН-флавоны [3]. Так в корне интактного дикого

растения нами было обнаружено вещество н, от-
несенное к флавону № 97, ранее найденного в
корнях шлемника, выращенного на плантации в
Китае [3]. Состав и обилие гидрокси-флавонов
корней и культуры корневых волосков от моно-
до тетра- существенно отличаются (рис. 3). В кор-
нях обнаружен известный набор свободных фла-
вонов (1, 2, 3, к, н). Скутеляреин к, доля которого
существенна в корне, ничтожна в корневых во-
лосках 1, в которых обилен неизвестный тетра-
ОН флавон л. Примечательно, что корневые волос-
ки содержат предшественник синтеза флавонов,
пиноцембрин 0 и флавон л, которые не найдены в
корнях в сопоставимом количестве с байкалеи-
ном 3. Кроме того, культура корневых волосков
не продуцирует скутеляреин к.

Гликозиды метилированных флавонов
Монометилированные флавоны 4 и 5 обильно

гликозилируются глюкуронозилтрансферазой и
накапливаются в сердцевине корня как гликози-
ды 4г и 5г [8] (рис. 4а). На порядок менее обилен в
корне гликозид 6-ОМе вогонина 10 г. Еще менее
обильны гликозиды (m/z 475) многочисленных
монометилированных флавонов (m/z 299) про-
дуктов последующего гликозилирования. Инте-
ресен результат гликозилирования в волосках
партии 1: доминирующий гликозид вогонина 4г
сопровождается заметными гликозидами три- и
тетра-метилированных флавонов 6г, 7г и 8г
(ионы m/z 519 и m/z 549, соответственно) (рис. 4б).
Их относительная доля в волосках партии 2 за-
метно больше (рис. 4в). Интересно, что их доля
еще более возрастает в волосках партии 3 под дей-
ствием оксидативного стресса (рис. 4г).

Гликозиды свободных флавонов
Синтез флавонов в корне сопровождается их

гликозилированием с наиболее обильной про-
дукцией гликозидов байкалеина 3г и нор-вогони-
на 2г (рис. 4а). Тогда как и следов гликозида ску-
теляреина кг не обнаружено. В волосках партии 1
снижается синтез байкалина 3г и особенно нор-во-
гонина 2г относительно предшественников 0 и 1.
Вместе с гликозидом нг заметную долю в волос-
ках составляет С-гликозид вогонина 4г. Порази-
тельный синтез демонстрируют волоски партии 2
с обильным продуцированием гликозидов флаво-
нона 0 и флавонов 1, 2, н, к (рис. 4в). Добавление
же Н2О2 к этим волоскам на стадии воспроизвод-
ства стимулировало только синтез гликозида кг
(рис. 4г).

Сульфаты флавонов
Замещение гидроксильных групп флавонов на

метильные и ацильные широко распространено
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среди растений, гораздо реже встречаются случаи
сульфатирования, как правило по С7 атому [18].
В литературе не описаны случаи обнаружения
сульфатов флавонов в Scutellaria baicalensis, одна-
ко анализ продукт-ионов диссоциации иона
m/z 393 при Rt 15 мин в МС корней свидетель-

ствует об отщеплении фрагмент-иона массой
80 Да (рис. 3). В МС волосков партии 1 также об-
наружен ион m/z 393. Он не был отобран в авто-
матически для МС2, но в режиме селективного
мониторинга его продукт-ион m/z 313 был обна-
ружен. Обильность сульфатированного ди-ме-

Рис. 2. 3D-ионные хроматограммы 8 наиболее обильных метилированных флавонов S. baicalensis: (а) – корень, (б) –
культура корневых волосков. 4 – (2,7-ди-ОН-8-ОМе-флавон) вогонин, 5 – 2,7-ди-ОН-6-ОМе-флавон (ороксилин А),
6 – 5-ОН-7,8,6'-три-ОМе флавон, 7 – 5,2'-ди-ОН-6,7,8-три-ОМе флавон, 8 – 5,2'-ди-ОН-6,7,8,6'-тетра-ОМе флавон,
10 – 2,7-ди-ОН-6,8-ди-ОМе флавон (6-ОМе вогонин), 11 – 2,6-ди-ОН-7,8-ди-ОМе флавон.
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токсифлавона 10s даже больше, чем для самого его
предшественника 10. Точное измерение иона m/z 393
дает значение для 32S 393.0258 (расчет 393.0286).

Кофеноил рутинозиды гидрокситиразола

Фенилэтаноиды широко распространены в
растениях, особенно используемых в качестве ле-

карственных [19]. В волосках и корнях Scutellaria
baicalensis ФЭ в разной степени метилированы
одной и двумя группами. В результате эти произ-
водные обуславливают три серии ионов m/z 623,
637 и 651, соответственно (рис. 5). В корнях, точ-
нее в камбии, доминируют метилированные
(рис. 5а, 5г). В культуре корневых волосков сопо-
ставимая часть ФЭ m/z 623 остается не метилиро-

Рис. 3. Ионные хроматограммы свободных флавонов S. baicalensis: (а) – корня. Вставка: мс2 спектр предположительно
не флавоноидной молекулы, (б) – 2D, (в, г) – 3D культуры корневых волосков партии 1, 2, 3, соответственно. 0 – пи-
ноцембрин, 1 – хризин, 2 – нор-вогонин, 3 – байкалеин, н – три-ОН-флавон, л – тетра ОН-флавон, к – 5,6.7,4'-тетра-
ОН-флавон (скутелареин), I – 13С-изотопные ионы обильных флавонов 4 и 5.
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ванной (рис. 5б). При окислительном стрессе во-
лоски расходуют значительную часть ФЭ не за-
щищенных метильной группой (рис. 5в).

ОБСУЖДЕНИЕ
Приоритет синтеза и назначение метилиро-

ванных флавонов в корнях растения ранее проде-
монстрированы на примере идентичности наибо-
лее обильных компонентов [6]. Однако еще один
обильно метилированный 5,7-ди-ОН-ди-6,8-ОМе
флавон (m/z 345) не упоминался в роли компо-
нента, участвующего в обеспечении безопасно-
сти корня растения (рис 1а). Его содержание в

культуре корневых волосков крайне незначитель-
но, поскольку он не является предшественником
синтеза пентаметилированного флавона 9. В кор-
нях Scutellaria baicalensis, выращенного в Китае,
он также не был обнаружен. Действительно, в
промышленной практике выращивания растения
на юге Приморского края, корни культурных рас-
тений не имели ярко выраженной одревесневшей
коры. Этот МФ является продуктом третьего
эшелона гидроксилирования, который корневые
волоски не синтезируют. Обильные флавоны 6 и
7, m/z 343, также могут быть предшественниками
этого пента-метилированного флавона 9. Корне-
вые волоски ограничиваются тетра-метилиро-

Рис. 4. 3D-ионные хроматограммы гликозидов (индекс г) метилированных и 2D на вставках свободных флавонов
S. baicalensis: (а) – корня, (б, в, г) – культуры корневых волосков партий 1, 2, 3, соответственно. 0 –пиноцембрин,1 –
хризин, 2 – нор-вогонин, 3 – байкалеин, н – три-ОН-флавон, л – тетра ОН-флавон, к – 5,6.7,4'-тетра-ОН-флавон
(скутелареин), I – 13С-изотопные ионы обильных флавонов.
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ванным флавоном 8 (рис. 1б), при этом, в отличие
от корней, они продуцируют гликозиды 6г, 7г и 8г
(рис. 4а, 4в, 4г). Корни создают принципиальный
запас гликозидов вогонина 4г и ороксилина 5г в
сердцевине [8]. Следуя необходимости сохранения
целостности тела корня, создается так же огром-
ный запас байкалина 3г. Культура корневых во-
лосков более обильно продуцирует фенилэтаноид,
ион m/z 623, носителя двух катехол групп, для не-

отложной защиты от биоинвазии. Однако остается
непонятным почему в культуре корневых волосков
и в корнях они заметно метилированы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленные в предложенном формате

ЖХ-МС данные о содержании веществ в культуре
волосков и корнях растения показали практически

Рис. 5. 2D-ионные хроматограммы фенилэтаноидов (ионы m/z 623, 637, 651) S. baicalensis: (а) – корня, (б, в) – культуры
корневых волосков партий 1 и 2; (г) – камбий корня.
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полную идентичность метаболитов. Наиболее на-
глядной оказалась потребность синтезировать ме-
тилированные флавоны двух типов: моно- и поли-
метилированные. Результат проекции метаболома
культуры корневых волосков на метаболом корня
показал, что одни и те же молекулы флавоноидов и
фенилэтаноидов синтезируются корневыми во-
лосками почти в полном составе, демонстрируя
упорный консерватизм генома в синтезе химиче-
ской защиты независимо от природы агрессора.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Статья не содержит исследований с
участием людей и животных в качестве объектов.

Авторы выражают глубокую признательность
проф. А. М. Носову за предложение сравнить ме-
таболомные профили культуры волосков и корня
растения.
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Определяли степень участия олеуропеина, рутина и цинарозида в процессах формирования зимо-
стойкости и морозоустойчивости у 4 сортов маслины европейской Olea europaea L. и подвида O. eu-
ropaea subsp. сuspidata (Wall. and G. Don) Cif. в природных и лабораторных условиях. Для оценки
уровня стресса в листьях определяли содержание пролина, максимум которого был отмечен у сла-
бостойкого подвида O. europaea subsp. сuspidata. Для выявления особенности накопления феноль-
ных веществ в природных условиях сопоставляли изменение их содержания в листьях и среднеде-
кадных значений эквивалентно-эффективных температур. В лабораторных условиях изучали со-
держание фенольных соединений при различных режимах охлаждения: 0°С, 6 ч → –8°С, 8 ч
(вариант 1); 0°С, 6 ч → –2°С, 6 ч → –8°С, 8 ч (вариант 2); –8°С, 8 ч (вариант 3); –8°С, 12 ч (вариант 4).
Установлено, что 6 ч выдерживание побегов при 0°С положительно влияло на зимостойкость O. eu-
ropaea, тогда как 6 ч экспозиция при –2°С приводила к развитию стресса. В первом варианте опыта
у устойчивого сорта Никитская содержание олеуропеина возрастало. У сортов со средней степенью
устойчивости (Раццо и Асколано) наблюдалась активация биосинтеза флавоноидов и олеуропеина.
У слабостойкого сорта Кореджиоло фенольные вещества активно расходовались, а следовые коли-
чества олеуропеина и отсутствие изменений в содержании рутина и цинарозида у подвида O. euro-
paea subsp. cuspidatа, вероятно, были связаны с его менее тесными родственными связями с O. euro-
paea. Выявлено, что у генотипов с низкой морозоустойчивостью активация синтеза фенольных со-
единений происходила лишь при действии стрессового фактора (–2°С), что не позволило им
своевременно адаптироваться, тогда как у относительно устойчивых сортов эти процессы начина-
лись на более ранних этапах холодовой адаптации. Для сортов Кореджиоло, Раццо и Асколяно дли-
тельное воздействие отрицательных температур явилось критическим фактором, тогда как для
O. europaea subsp. cuspidatа – летальным (вариант 4). Различия в синтезе фенольных соединений,
выявленные в этих условиях, были связаны не только со степенью морозоустойчивости, но и с сор-
тоспецифичностью генотипов O. europaea. Полученные данные позволили предположить, что оле-
уропеин, рутин и цинарозид являются элементами механизмов защиты растений маслин от нега-
тивного влияния отрицательных температур. Видимо, изученные соединения играют роль крио-
протекторов и антиоксидантов, участвуют в формировании зимостойкости. Большое значение
имели условия активации биосинтеза фенольных соединений. У высокоустойчивого сорта Никит-
ская их накопление происходило под влиянием температур близких к 0°С, а у неустойчивых сорта
Кореджиоло и подвида O. europaea subsp. сuspidata – непосредственно во время действия начальных
повреждающих температур.

Ключевые слова: Olea europaea, морозоустойчивость, пролин, олеуропеин, рутин, цинарозид
DOI: 10.31857/S0015330323600857, EDN: BFTZSQ

ВВЕДЕНИЕ

Проблема исследования реакции растений на
действие отрицательных температур различной
интенсивности, а также процесса низкотемпера-
турного закаливания особо актуальна в связи с

наблюдаемыми климатическими изменениями
[1]. В южных регионах, таких как Южный берег
Крыма (ЮБК), проблема зимостойкости древес-
ных растений имеет свою специфику, поскольку
здесь широко распространены лиственные веч-
нозеленые растения, среди которых много видов,
не имеющих физиологического покоя. Для их ро-
ста и развития большую опасность представляют
оттепели, участившиеся в зимний период и влия-

Сокращения: ПФО – полифенолоксидаза, ЭЭТ – эквива-
лентно-эффективные температуры, ЮБК – Южный берег
Крыма.

УДК 581.1:634.63:58.036.5:547.56
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ющие на зимостойкость. Способность раститель-
ного организма переносить условия зимы и ранней
весны без значительных повреждения зависит не
только от генотипа, но и физиолого-биохимиче-
ских процессов в клетках, тканях и органах в пе-
риод закаливания [2, 3]. Успешность метаболиче-
ских изменений зависит как от физиологического
состояния самого растения, так и от интенсивно-
сти и длительности стрессового воздействия, и в
этом большая роль принадлежит низкомолеку-
лярным биологически активным веществам. Из-
вестно, что интенсификация процессов ПОЛ от-
носится к неспецифическим проявлениям стресса,
в том числе и низкотемпературного [4, 5]. Поэто-
му исследования роли биологически активных
веществ в формировании и реализации морозо-
устойчивости и зимостойкости растений приоб-
ретает не только практическое, но и теоретиче-
ское значение.

В связи с высокой хозяйственной ценностью
маслины (Olea europaea L.) широко культивиру-
ются в странах с субтропическим климатом, где в
последнее время используются не только их плоды,
но и листья, как источник биологически актив-
ных веществ с широким спектром фармакологи-
ческого действия. Одна из проблем расширения
культурного ареала маслин заключается в недо-
статочной изученности ее морозоустойчивости.
Анализ научной литературы показал, что в боль-
шом количестве работ представлены результаты
исследований фенольных соединений маслины в
связи с их терапевтической ценностью, а сведе-
ния, касающиеся роли этих веществ в самом рас-
тении и их участии в процессах адаптации, не-
многочисленны [6–8].

Олеуропеин – вещество фенольной природы,
которое встречается только у представителей сем.
Oleaceae и является основным биологически ак-
тивным соединением листьев, плодов, корней и
побегов O. europaea [9]. В высоких концентрациях
он содержится в созревающих плодах маслины,
придавая им горький вкус. Олеуропеин представ-
ляет собой гликозилированный секоиридоид –
производное эленоловой кислоты, связанной
сложноэфирной связью с гидрокситирозолом и
гликозидной связью с глюкозой [10]. Биосинтез
олеуропеина в растении происходит по сложному
пути синтеза как фенолов, так и терпеновых со-
единений. Идентифицировано более 200 генов,
кодирующих синтез олеуропеина, однако процесс
его образования из гидрокситирозола и секоэлаги-
на до сих пор неясен [11–13]. Установлено, что при
холодовом стрессе у растений маслины повыша-
лась активность двух ферментов: фенилаланин-
аммиаклиазы и полифенолоксидазы (ПФО) [14].
Было высказано предположение, что повышение
активности ПФО способствует антиоксидантной
защите тканей растений. Недавние исследования
связали повышенную активность ПФО со стресс-

реакцией, вызванной абиотическим стрессом,
например, переохлаждением [15, 16]. Ген ПФО
участвует в выработке высокоактивного антиок-
сиданта гидрокситирозола, его экспрессия повы-
шается при развитии стрессового состояния [17].
Показано, что биосинтез олеуропеина активизи-
руется у холодоустойчивых растений O. europaea и
снижает их чувствительность к низким положи-
тельным температурам [18]. Данный факт позво-
ляет предположить, что олеуропеин играет опре-
деленную роль в устойчивости.

Известно, что в листьях маслины, помимо оле-
уропеина, также содержатся флавоноиды: глико-
зиды кверцетина, лютеолина, апигенина и др.
Имеются данные об увеличении содержания ру-
тина (кверцетин-3-О-рутинозида) и цинарозида
(лютеолин-7-О-глюкозида) в растительных тка-
нях в ответ на действие стресс-факторов различ-
ной природы [19, 20]. Так, в исследованиях не-
мецких ученых показано, что умеренный холод
увеличивает накопление гликозидов лютеолина,
в том числе и цинарозида, в перце чили и болгар-
ском перце [21]. Водный стресс стимулировал
синтез лютеолина, кверцетина и рутина у хризан-
темы сорта Taraneh, а также лютеолина и апиге-
нина ‒ у сорта Azita [22]. Однако данные о роли
флавоноидов в формировании устойчивости рас-
тений к отрицательным температурам в научной
литературе отражены не в полной мере.

Ранее нами были проведены многолетние ис-
следования по изучению роли суммарного содер-
жания фенольных соединений в формировании
устойчивости генотипов O. europaea к отрица-
тельным температурам. Было установлено, что
накопление суммы фенольных соединений зави-
село от конкретных погодных условий и влаго-
обеспеченности [23]. Холодные периоды 2017–
2018 гг. и 2018–2019 гг. отличались более высоки-
ми температурными показателями и количеством
осадков, что явилось причиной пролонгирования
ростовых процессов, позднего наступления вы-
нужденного покоя. В частности, завершение вер-
хушечного роста у побегов O. europaea осенью
2018 г. было отмечено во второй декаде ноября.
В этих погодных условиях наблюдалось более ин-
тенсивное накопление фенольных веществ у всех
изучаемых представителей O. europaea, по сравне-
нию с относительно холодной зимой 2016–2017 гг.
[23]. Выявленная связь погодных условий с изме-
нением содержания суммы фенольных веществ
позволила сделать вывод об их участии в адаптив-
ных процессах, однако однозначной зависимости
между их содержанием и степенью морозоустой-
чивости установить не удалось. В связи с этим
следующий этап наших исследований был посвя-
щен изучению роли индивидуальных фенольных
соединений в реализации защитных механизмов
у генотипов O. europaea, как в полевых условиях,
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так и в контролируемых (при различных режимах
температурного воздействия).

Цель работы ‒ определить степень участия не-
которых фенольных соединений в процессах
формирования зимостойкости и морозоустойчи-
вости у 4 сортов Olea europaea и подвида O. euro-
paea subsp. сuspidata в природных и лабораторных
условиях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследований были вы-

браны растения маслины европейской (Olea euro-
paea L.) местного сорта Никитская (выделен Ни-
китским ботаническим садом), интродуцирован-
ные сорта Раццо, Кореджиоло, Асколяно, а также
подвид O. europaea subsp. сuspidata (Wall. and
G. Don) Cif. Степень их морозоустойчивости,
значения критических и начальных повреждаю-
щих температур была установлена ранее [24]: вы-
сокоустойчивый сорт Никитская (начальные по-
вреждающие температуры –8…–10°С, критиче-
ские –16…–18°С); среднеустойчивые сорта Раццо
и Асколяно (начальные повреждающие темпера-
туры –6…–8°С, критические –12…–14°С); слабо-
устойчивый сорт Кореджиоло (начальные повре-
ждающие температуры –6…–8°С, критические –
12…–14°С). Самая низкая морозоустойчивость
выявлена у подвида O. europaea subsp. сuspidata (на-
чальные повреждающие температуры –4…–6°С,
критические –10…–12°С) [23].

Опыты по искусственному промораживанию
однолетних побегов проводили в климатической
камере Votsсh VT 4004 (Vötsch Industrietechnik
GmbH, Германия) в течение холодного периода
на ЮБК. Градиент изменения температуры в ка-
мере составил 2°С в ч [25]. В соответствии с кли-
матическими особенностями региона ЮБК, где
выраженный устойчивый переход среднесуточ-
ных температур воздуха через 0°С отсутствует,
среднемноголетняя (за период 1991–2020 гг.) дата
устойчивого перехода температуры воздуха через
10°С в сторону понижения приходится на 9 ноября,
а вероятность морозов обычно наблюдается во
второй половине января-февраля, были выбраны
схемы проведения экспериментов. Опыты по
изучению режимов охлаждения на адаптацию к
низким температурам генотипов O. europaea про-
водили с учетом сложившихся погодных условий
(рис. 1) ‒ вторая декада ноября, режимы охлажде-
ния: – 0°С, 6 ч → –8°С, 8 ч (вариант 1); вторая дека-
да декабря, режимы охлаждения: – 0°С, 6 ч → –2°С,
6 ч → –8°С, 8 ч (вариант 2). Для оценки влияния
продолжительности действия отрицательных
температур на генотипы O. europaea был выбран
период максимальных вероятностей наступления
морозов ≥–7°С, опасных для субтропических
культур – вторая декада января и первая декада
февраля. В опытах использовали два режима низ-

котемпературного воздействия: –8°С в течение 8 ч
(вариант 3) и –8°С в течение 12 ч (вариант 4).

Для оценки влияния погодных условий на
синтез фенольных соединений и пролина в листьях
генотипов O. europaea принимали во внимания
средние за 10 суток до даты отбора проб значения
эквивалентно-эффективных температур (ЭЭТ),
что позволило учесть не только влияние темпера-
турного фактора, но и сопутствующих – влажно-
сти воздуха и скорости ветра. Необходимость ана-
лиза ЭЭТ связана с особенностями зимнего сезо-
на на ЮБК, где штормовые ветры со скоростью
25 м/с и более, характерны для этого периода, и
случаются каждые 8-9 лет из 10 [26]. Расчет ЭЭТ
осуществляли по формуле А. Миссенарда [27, с. 83].

где Та – температура сухого термометра, °С; RH –
относительная влажность воздуха, v – скорость
ветра, м/с.

О стрессовом состоянии растений судили по
изменению содержания пролина в течение холод-
ного периода 2018–2019 гг. в природных условиях.
Концентрацию пролина определяли по модифи-
цированной методике Чинарда с использованием
нингидринового реактива [28], измерения прово-
дили на спектрофотометре Evolution 220 UV/VIS
(Thermo Scientific, США).

Содержание фенольных соединений опреде-
ляли во всех вариантах опытов. Контролем слу-
жили побеги, отобранные на коллекционных
участках Никитского ботанического сада. Кон-
центрации олеуропеина, рутина и цинарозида
определяли методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии [29] на хроматографе Di-
onex UltiMate 3000 (Thermo Scientific, США) с диод-
номатричным детектором DAD-3000. Для проведе-
ния анализа была использована аналитическая
хроматографическая колонка ZORBAX Eclipse
Plus C18 (4.6 мм × 250 мм × 5 мкм). Применяли
градиентный режим элюирования, компонент В
подвижной фазы ‒ ацетонитрил, компонент С ‒
0.1% раствор муравьиной кислоты в деионизиро-
ванной воде: 0–5 мин – 5% В, 5–35 мин – подъем
от 5 до 30% В, 35–40 мин – подъем от 30 до 90% В,
40–41 мин – подъем до 100% В, 41–46 мин –
100% В, 46–51 мин – снижение от 100% В до
5% В, 51–55 мин – 5% В. Скорость потока состав-
ляла 0.7 мл/мин, температура термостата коло-
нок 400°С, объем пробы 7 мкл. Идентификацию
пиков производили на основании совпадения
времени удерживания аналита и стандартного об-
разца, а также совпадения УФ-спектров. Расчет
количественного содержания индивидуальных

( )
( )

− −= −
− +

+
− −

v
0.75

37 (37 )ЭЭТ
10.68 0.0014

1.76 1.4

0.29 1 ,
100

Ta

RH

RHTa



878

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

ПАЛИЙ, ГУБАНОВА

компонентов производили по калибровочным
графикам зависимости площади пика от концен-
трации вещества, построенным по растворам ин-
дивидуальных веществ. В качестве стандартов ис-
пользовали цинарозид, олеуропеин и рутин (Sigma-
Aldrich, США). Для обеспечения однородности ре-
зультатов содержание компонентов рассчитывали
в пересчете на сухой вес.

Визуальную оценку интенсивности морозных
повреждений (в виде некрозов и изменения
окраски листовой поверхности) осуществляли по
мере их появления – на 5–7 сутки, а определение
фенольных веществ проводили спустя 24 ч после
действия стрессового фактора. Эксперименты
проводили в 3-кратной биологической и в 3-крат-
ной аналитической повторностях. Для статистиче-
ской обработки и факторного анализа (ANOVA)
использовали программы MS Excel 2007 и Statis-
tica 6.0. В таблице и на графиках представлены
средние значения и их стандартные ошибки.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Проведены исследования по определению со-

держания фенольных веществ в листьях O. europaea
в природных условиях и в лабораторном экспери-
менте при различных температурных режимах.

Большие сложности в изучении адаптивных
процессов у многолетних древесных интродуцен-
тов связаны с тем, что произрастая за пределами

природного ареала, они испытывают хрониче-
ский стресс. Этот факт обуславливает необходи-
мость учитывать влияние погоды в периоды отбора
проб. Установлено, что во второй декаде ноября
за 10 дней до отбора проб среднее значение ЭЭТ
составило минус 0.89°С. Реальная температура
воздуха не опускалась ниже 0°С, а среднедекад-
ная была 7.6°С. Такие условия соответствовали
прохождению первой фазы низкотемпературного
закаливания. С целью определения глубины
стрессового состояния проводили анализ содер-
жания пролина у изучаемых генотипов в течение
холодного периода 2018-2019 гг. (табл. 1). По дан-
ному показателю генотипы распределились сле-
дующим образом: максимум был отмечен у O. eu-
ropaea subsp. сuspidata, а минимум – у сортов Ко-
реджиоло и Раццо. Высокий уровень пролина в
листьях O. europaea subsp. сuspidata сохранялся в
течение всего холодного периода, что свидетель-
ствует о хроническом стрессовом состоянии. От-
дельное внимание уделялось сравнению содержа-
ния фенольных веществ в листьях маслины в
природных условиях. Если олеуропеин в листьях
O. europaea subsp. сuspidata был обнаружен в сле-
довых количествах, то у сортов Асколяно и Раццо
выявлен максимум его содержания (рис. 2). Вы-
сокое содержание рутина и цинарозида было от-
мечено у O. europaea subsp. сuspidata на фоне сле-
довых количеств олеуропеина. Отличительной
особенностью сортов маслины европейской ока-

Рис. 1. Ход суточных температур воздуха в ноябре-феврале 2018-2019 гг. на Южном берегу Крыма, согласно данным
агрометеостанции “Никитский ботанический сад”. 1 – максимальная температура воздуха, 2 – среднесуточная тем-
пература воздуха, 3 – минимальная температура воздуха.
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зался низкий уровень накопления рутина, ис-
ключение составил сорт Никитская.

В этот же период был проведен модельный
эксперимент (вариант 1), имитирующий условия
холодовой адаптации O. europaea. Обнаружено,
что морозные повреждения листьев у сорта Ни-
китская отсутствовали, при этом содержание оле-
уропеина возрастало в 2 раза (рис. 2), в то время
как содержание рутина и цинарозида оставалось
неизменным. У сорта Асколяно и Раццо было по-
вреждено не более 5% поверхности листьев, при
этом содержание фенольных веществ изменялось
разнонаправленно. У сорта Асколяно уровень ру-

тина вырос на 46%, а содержание цинарозида и
олеуропеина оставалось прежним (рис. 2). На-
против, у сорта Раццо неизменным было содер-
жание рутина, тогда как содержание цинарозида
и олеуропеина увеличилось на 20 и 31%, соответ-
ственно. Более серьезные повреждения от воз-
действия отрицательных температур были отме-
чены у листьев маслины сорта Кореджиоло (до
15%) и сопровождались снижением содержания
всех фенольных веществ, особенно цинарозида
(на 72%). У неустойчивого к действию отрица-
тельных температур подвида O. europaea subsp.
cuspidatа на фоне 30% поврежденных листьев со-

Рис. 2. Изменение содержания фенольных соединений в листьях генотипов O. europaea при действии низких темпера-
тур (вариант 1). 1 – рутин, 2 – цинарозид, 3 – олеуропеин. Контроль – побеги, отобранные на коллекционных участ-
ках Никитского ботанического сада. Опыт ‒побеги, которые охлаждали в климатической камере до 0°С (скоростью
охлаждения 2°С/ч) и выдерживали в течение 6 ч. Далее температуру в камере снижали с той же скоростью до –8°С,
побеги выдерживали в течение 8 ч. После чего температуру повышали до 10°С, побеги извлекали и через 24 ч опреде-
ляли содержание рутина, цинарозида и олеуропеина в листьях.
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Таблица 1. Динамика содержания пролина (мкг/г сухой массы) в листьях генотипов O. europaea в течение холод-
ного периода на Южном берегу Крыма

Примечание. Определение содержания пролина в листьях осуществляли в день опытов по имитации действия отрицательных
температур в контролируемых условиях. Пробы отбирали в коллекционных насаждениях O. еuropaea Никитского ботани-
ческого сада. Приведены средние арифметические значения и их стандартные ошибки. Достоверные различия на уровне
P < 0.05 для каждого генотипа отмечены разными буквами.

Срок отбора проб Сорт
Асколяно

Сорт 
Кореджиоло

Сорт
Никитская

Сорт
Раццо

O. europaea subsp. 
cuspidatа

II декада ноября 47.8 ± 1.9б 34.2 ± 1.5в 51.3 ± 2.4б 32.1 ± 1.6в 64.2 ± 3.2а

II декада декабря 52.3 ± 2.6а,б 43.1 ± 2.1а 72.7 ± 3.6а 55.0 ± 2.6а 65.0 ± 3.1а

II декада января 47.8 ± 2.3б 38.5 ± 1.5б 53.3 ± 2.3б 51.6 ± 2.1а 64.7 ± 3.3а

I декада февраля 55.6 ± 2.5а 42.8 ± 2.1а 29.9 ± 1.5в 41.1 ± 2.0б 59.9 ± 2.9а
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держание фенольных веществ не менялось. Та-
ким образом, наличие условий для прохождения
первой фазы закаливания морозостойким сортом
Никитская и среднестойким сортом Раццо сти-
мулировало синтез олеуропеина, тогда как у слабо-
стойкого сорта Кореджиоло активации биосинтеза
не происходило. В данном случае, вероятно, оле-
уропеин расходовался, в следствие развития
стрессового состояния.

Во второй декаде декабря погодные условия
существенно изменились. Среднедекадная тем-
пература воздуха составила 4.7°С, а количество
дней со скоростью ветра 8–10 м/с достигло 7, в
результате чего ЭЭТ опустилась до минус 7.2°С,
что соответствовало значениям начальной повре-
ждающей температуры для среднестойких сортов
маслины и критической для слабоустойчивого
подвида O. europaea subsp. cuspidatа. Сложившиеся
условия способствовали увеличению содержания
пролина у среднестойких сортов и морозоустой-
чивого Никитская. Практически не изменился
уровень этой аминокислоты у слабостойкого сор-
та Кореджиоло и O. europaea subsp. сuspidata. С на-
шей точки зрения, такая картина свидетельствует
об активации защитных механизмов у устойчи-
вых сортов, поскольку пролин является элемен-
том антиоксидантной системы растений, а низ-
котемпературный стресс связан с интенсифика-

цией процессов ПОЛ [30]. Анализ содержания
фенольных соединений показал, что оно значи-
тельно снизилось у всех сортов O. europaea, что
позволяет предположить активное участие этих
веществ в реализации защитных механизмов от
негативного влияния отрицательных температур
(рис. 3). В то же время падение среднедекадной
температуры воздуха до 4.8°С, а ЭЭТ до минус
7.8°С вызвало у O. europaea subsp. сuspidata резкое
повышение уровня олеуропеина, на фоне сохра-
нения высокого содержания пролина и значи-
тельного снижения количества флавоноидов,
что, вероятно, связано с развитием глубокого
стрессового состояния и слабо выраженной спо-
собностью к закаливанию.

В опытах с влиянием отрицательных темпера-
тур, близких к 0°С (вариант 2) наблюдалась ин-
тенсификация морозных повреждений и, соот-
ветственно, снижение устойчивости у всех иссле-
дуемых генотипов маслины. У сорта Никитская
отмечены повреждения 10% листовой поверхно-
сти. При этом содержание фенольных веществ
снижалось следующим образом: рутина на 7%,
олеуропеина на 39%, цинарозида – в 2 раза (рис. 3).
Повреждения у сортов Кореджиоло и Раццо до-
стигали 30%, а содержание всех исследуемых фе-
нольных соединений увеличилось, в большей
степени цинарозида. У сорта Асколяно повреди-

Рис. 3. Изменение содержания фенольных соединений в листьях генотипов O. europaea в условиях воздействия низких
температур (вариант 2). 1 – рутин, 2 – цинарозид, 3 – олеуропеин. Контроль – побеги, отобранные на коллекционных
участках Никитского ботанического сада. Опыт ‒ побеги, которые охлаждали в климатической камере до 0°С (скорость
охлаждения 2°С/ч) и выдерживали в течение 6 ч. Далее температуру в камере снижали с той же скоростью до –2°С, по-
беги выдерживали в течение 6 ч. После чего продолжили снижать температуру с той же скоростью до –8°С, экспози-
ция 8 ч. Затем температуру повышали до 10°С, побеги извлекали и через 24 ч определяли содержание рутина, цинаро-
зида и олеуропеина в листьях.
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лось 20% поверхности листьев, при этом содер-
жание всех фенольных соединений возросло на
31–40%. Листья подвида O. europaea subsp. cuspi-
datа полностью погибли, однако при их анализе
выявлено значительное увеличение уровня фе-
нольных веществ (на 72-88%), что может быть
связано с разрушением клеточных структур, по-
скольку фенольные соединения локализуются в
клеточных стенках, межклетниках и вакуолях
[31, 32].

На ЮБК самая высокая вероятность наступле-
ния отрицательных температур, опасных для суб-
тропических культур, приходится на вторую по-
ловину января-февраля, но в последние десяти-
летия отмечено большое количество теплых зим,
когда в январе-феврале с высокой частотой на-
блюдаются глубокие оттепели. Такие климатиче-
ские изменения представляют опасность для
жизнедеятельности O. europaea, так как известно,
что фазы “начало верхушечного роста” и “развер-
тывания первых листьев” чрезвычайно лабильны
и зависят от температурного фактора [33].

В период исследований во второй декаде янва-
ря ЭЭТ вновь достигли положительных значе-
ний, что, в свою очередь, сказалось на содержа-
нии изучаемых биологически активных веществ в
листьях генотипов O. еuropaea. У среднестойких
Раццо и Асколяно, а также морозостойкого сорта

Никитская наблюдалось снижение уровня про-
лина (табл. 1) и увеличение содержания феноль-
ных соединений. У сорта Кореджиоло и O. euro-
paea subsp. cuspidata, имеющих низкую морозо-
устойчивость, количество пролина практически
не изменилось, что свидетельствует о невысокой
интенсивности восстановительных процессов.
Содержание фенольных соединений увеличива-
лось у O. europaea subsp. сuspidata, а у сорта Ко-
реджиоло оставалось на прежнем уровне (рис. 4),
что может быть связано как с генотипическими
особенностями O. europaea, так и с участием фе-
нольных соединений в регуляции ростовых про-
цессов [16, 18, 34].

В связи с этим, для установления роли инди-
видуальных фенольных соединений в формиро-
вании морозоустойчивости O. europaea была про-
ведена серия экспериментов по изучению действию
температуры –8°С различной продолжительности.
При действии –8°С в течение 8 ч (вариант 3) моро-
зоустойчивость исследуемых генотипов O. euro-
paea понижалась в ряду: Никитская, Раццо, Аско-
ляно, Кореджиоло, O. europaea subsp. cuspidatа.
У листьев сорта Никитская не выявлено повре-
ждений. Спустя 24 ч для этого сорта установлено,
что содержание рутина и олеуропеина возрастало
относительно контроля на 14 и 11% соответствен-
но (рис. 4), а цинарозида – оставалось неизмен-

Рис. 4. Изменение содержания фенольных соединений в листьях генотипов O. europaea в условиях воздействия низкой
отрицательной температуры (–8°С, 8 ч) (вариант 3). 1 – рутин, 2 – цинарозид, 3 – олеуропеин. Контроль – побеги,
отобранные на коллекционных участках Никитского ботанического сада. Опыт ‒ побеги, которые охлаждали в кли-
матической камере до –8°С (скорость охлаждения 2°С/ч) и выдерживали в течение 8 ч. Далее температуру повышали
с той же скоростью до 10°С. Побеги извлекали и через 24 ч определяли содержание рутина, цинарозида и олеуропеина
в листьях.
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ным. В этих условиях у сорта Раццо, при 15% по-
вреждения поверхности листьев, увеличивалось
содержание рутина и цинарозида на 10 и 23%, а
олеуропеина – снижалось на 20%. Морозные по-
вреждения у сортов Асколяно и Кореджиоло про-
являлись в виде некротических пятен, занимав-
ших в среднем 20–23% поверхности листа. Не-
смотря на то, что сорта Асколяно и Кореджиоло
были близки по степени морозных повреждений
листьев, в отношении содержания фенольных со-
единений выявлены существенные различия.
У сорта Асколяно содержание рутина и цинаро-
зида снижалось на 5–6%, олеуропеина на 17%, а у
сорта Кореджиоло, наоборот, происходило уве-
личение содержания фенольных соединений (ру-
тина на 22%, цинарозида на 36%, олеуропеина на
13%). При сравнении контрольных значений
уровня фенольных веществ выявлено, что у сорта
Кореджиоло содержание олеуропеина было ми-
нимальным. У подвида O. europaea subsp. cuspidatа
при действии температуры –8°С в течение 8 ч по-
вредилось 40% поверхности листьев. При этом
наблюдалось снижение содержания рутина на
22%, цинарозида – на 33%, олеуропеина – на 17%
(рис. 4).

Прохождение холодного фронта в конце янва-
ря–начале февраля привело к снижению ЭЭТ до
значений, близких к 0°С. В этих условиях было
выявлено, что у интродуцированных сортов O. eu-

ropaea содержание пролина изменялось в преде-
лах 10–17%, у сорта местной селекции Никитская
уровень пролина оставался прежним (табл. 1). Та-
кая картина, видимо, обусловлена пролонгиро-
ванным действием стрессовых условий окружаю-
щей среды. У относительно устойчивых к отрица-
тельным температурам генотипов O. europaea
содержание фенольных соединений снизилось,
что вероятно, связано с их участием в процессах
адаптации к изменившимся погодным условиям,
поскольку в предшествующий период исследова-
ний оттепель нивелировала закалку (рис. 5).
У слабостойких подвида O. europaea subsp. cuspi-
datа и сорта Кореджиоло содержание цинарозида
и олеуропеина, напротив, увеличивалось.

Понятие критические и начальные поврежда-
ющие температуры в некоторой степени условны,
т.к. при более длительном времени экспозиции
действие начальной повреждающей температуры
может носить критический или даже летальный
характер. В связи с этим был проведен опыт по
изучению влияния температуры –8°С в течение
12 ч (вариант 4) на однолетние побеги генотипов
O. europaea, показавший, что увеличение времени
действия низкой температуры снижает степень
морозоустойчивости у всех изучаемых генотипов
(рис. 5).

В более жестких условиях наблюдались повре-
ждения у 20% листьев сорта Никитская. Содержа-

Рис. 5. Изменение содержания фенольных соединений в листьях генотипов O. europaea при длительном действии низ-
кой отрицательной температуры (–8°С, 12 ч) (вариант 4). 1 – рутин, 2 – цинарозид, 3 – олеуропеин. Контроль – по-
беги, отобранные на коллекционных участках Никитского ботанического сада. Опыт ‒ побеги, которые охлаждали в
климатической камере до –8°С (скорость охлаждения 2°С/ч) и выдерживали в течение 12 ч. Далее температуру повы-
шали с той же скоростью до 10°С. Побеги извлекали и через 24 ч определяли содержание рутина, цинарозидаи и оле-
уропеина в листьях.
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ние рутина не изменялось относительно контроля,
цинарозида незначительно возрастало (на 10%),
олеуропеина снижалось на 26% (рис. 4). В данном
случае в отношении флавоноидов рутина и цина-
розида у сорта Никитская сохранилась тенден-
ция, аналогичная для режима –8°С в течение 8 ч,
а содержание олеуропеина снижалось более чем в
2 раза.

У сорта Асколяно морозные повреждения бы-
ли выявлены у 35% листьев, при этом содержание
фенольных веществ изменялось незначительно
(3–7%). Листья сорта Кореджиоло повреждались
на 40%, а содержание рутина в них снижалась на
22%, цинарозида на 27%, олеуропеина на 28%.
У сорта Раццо повредилось 30% листовой поверх-
ности, а содержание рутина оказалось на 22% ни-
же контроля, а цинарозида и олеуропеина остава-
лось неизменным. Повреждение 70% поверхно-
сти листа у подвида O. europaea subsp. cuspidatа
сопровождалось ростом содержания цинарозида
и олеуропеина на 34 и 31%, соответственно.

Таким образом, при длительном стрессовом
воздействии у среднестойких и морозоустойчивого
сортов содержание флавоноидов практически не
изменялось, а содержание олеуропеина снижалось
только у сорта Никитская. Возрастание уровня ци-
нарозида и олеуропеина у неустойчивого подвида
O. europaea subsp. cuspidatа возможно связано с вы-
сокой интенсивностью морозных повреждений, а
не формированием защитных механизмов.

ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что пролонгированное действие
температуры 0°С стимулировало начальные эта-
пы низкотемпературной адаптации и, соответ-
ственно, положительно влияли на зимостойкость
представителей O. europaea, особенно выражено у
генотипов с невысокой устойчивостью. В то же
время, действие отрицательных не повреждаю-
щих температур, близких к 0°С, негативно сказы-
валось на их морозостойкости, а именно, способ-
ствовали развитию более глубокого стрессового
состояния.

Исследования ряда авторов показали, что при
действии 0°С у устойчивых сортов O. europaea со-
держание олеуропеина возрастало [18]. Аналогич-
ные результаты были получены и в наших исследо-
ваниях. Также нами выявлена связь изменения со-
держания фенольных соединений со степенью
повреждения листьев маслины, а именно: у сортов
Асколяно и Раццо с незначительными поврежде-
ниями листьев наблюдалась активация биосинте-
за флавоноидов и олеуропеина. У сорта Кореджи-
оло с более сильными морозными повреждениями
фенольные вещества активно расходовались, а
следовые количества олеуропеина и отсутствие
изменений в содержании рутина и цинарозида у

подвида O. europaea subsp. cuspidatа связаны с его
менее тесными родственными связями с O. еuro-
paea и высокой чувствительностью морозу.

Наблюдавшееся увеличение содержания фе-
нольных веществ при действии отрицательных не
повреждающих температур (вариант 2) у всех ге-
нотипов за исключением сорта Никитская связа-
но тем, что у устойчивого сорта активация био-
синтеза фенольных веществ произошла раньше и
это позволило ему, при нарастающем действии
отрицательных температур, активно расходовать
эти вещества для нивелирования негативных по-
следствий стресса. А у средне- и слабостойких ге-
нотипов интенсификация биосинтеза происхо-
дила непосредственно во время действия отри-
цательных температур, вследствие чего вновь
образовавшиеся вещества не успевали выпол-
нять свою защитную функцию. На этом основа-
нии нами сделано предположение о том, что у ге-
нотипов с низкой степенью морозоустойчивости
синтез фенольных соединений активируется
лишь в момент действия стрессового фактора, что
не позволяет им своевременно к нему адаптиро-
ваться. В то время как у относительно устойчивых
сортов эти процессы начинались на более ранних
этапах низкотемпературной адаптации.

При сравнении результатов, полученных в
опытах с действием температуры –8°С в течение 8
и 12 ч установлено, что такое длительное воздей-
ствие низкой отрицательной температуры явля-
ется начальным повреждающим фактором для
морозоустойчивого сорта Никитская, критиче-
ским – для сортов Кореджиоло, Раццо и Асколя-
но, а для O. europaea subsp. cuspidatа – летальным.
Выявлены различия в синтезе фенольных соеди-
нений, которые связаны не только со степенью
морозостойкости, но и с сортоспецифичностью
генотипов O. europaea. У сорта Никитская в вари-
анте 3 накапливался рутин и олеуропеин, а в ва-
рианте 4 их содержание снижалось. В то время
как у среднестойких сортов в критических усло-
виях (вариант 4) содержание данных веществ ма-
ло изменялось, что можно объяснить температур-
ной чувствительностью комплекса ферментов,
обеспечивающего участие фенольных соедине-
ний в защитных механизмах. Косвенным под-
тверждением сделанного предположения служит
имеющаяся в научной литературе информация о
высокой чувствительности полифенолоксидазы
маслины европейской к низким положительным
и отрицательным температурам [14, 18].

Полученные данные позволяют предполо-
жить, что у O. europaea при разных температурных
режимах все изученные фенольные соединения
принимают участие в формировании устойчивости
к отрицательным температурам. Однако домини-
рующая роль принадлежит секоиридоиду олеуро-
пеину, специфичному для семейства Oleaceae.
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Синтез олеуропеина происходит по иридоидному
пути, и является сложным, многоступенчатым
процессом, все этапы которого полностью не рас-
крыты [13]. Известно, что олеуропеин является
гидрофильным соединением [9] и, соответствен-
но, может выполнять функцию криопротектора,
понижая температуру льдообразования. Он про-
являет сильные антиоксидантные свойства, тем
самым защищая клеточные структуры от повре-
ждений АФК, т.к. интенсификация процессов
ПОЛ при низкотемпературном стрессе характер-
на для многих видов растений [35]. Кратковре-
менные и длительные воздействия отрицатель-
ных температур влияют на профиль экспрессии
генов растений, в том числе и O. europaea. В на-
стоящее время выявлено, что низкотемператур-
ный стресс в растениях маслины приводит к изме-
нению экспрессии генов, отвечающих за синтез
гидрокситирозола (предшественника олеуропеи-
на) и олеуропеина, при этом у устойчивых сортов
экспрессия увеличивается, а у неустойчивых ин-
гибируется [17, 18].

Накапливающиеся во время низкотемпера-
турного воздействия в растительных клетках и
тканях полифенолы, помимо антиоксидантного
действия, могут выполнять также запасающую
функцию. В пользу этого предположения свиде-
тельствуют данные о том, что флавоноиды в сво-
бодном состоянии встречаются редко, в основ-
ном они представлены в форме гликозидов, спо-
собных выступать в качестве резервных веществ в
метаболизме растений [34, 36]. Поэтому гликози-
ды флавоноидов можно рассматривать как пул
агликонов, которые будут отщепляться от глико-
зидов в случае необходимости [37], тогда как са-
харный остаток может служить своеобразной
формой запасания сахаров.

Важное значение для формирования зимо-
стойкости субтропических растений, к которым
относится O. europaea, имеют даты устойчивого
перехода температур через именно 5°С, и особен-
но, 10°С в сторону понижения, поскольку с ними
связаны сроки окончания вегетации и заверше-
ния ростовых процессов. Однако на ЮБК, в ре-
зультате потепления климата, в последние деся-
тилетия отмечена тенденция сокращения про-
должительности периода с температурами ниже
5°С в холодное время года, что приводит к сокра-
щению осеннего сезона и увеличению продолжи-
тельности вегетации [38]. Такие климатические
изменения представляют опасность для жизнеде-
ятельности O. europaea. В научной литературе
крайне мало информации о наличии у O. europaea
эндогенного покоя, а также его продолжительно-
сти и глубине. Есть единичные исследования, в
которых авторам удалось установить, что у этого
вида индукция покоя контролируется не фотопе-
риодом, а низкими температурами [39]. При
этом, этот покой легко обратим после недолгого

повышения температур, независимо от началь-
ной даты холодового воздействия. Известно, что
фенольные соединения принимают участие в ре-
гуляции роста, и в зависимости от концентрации,
могут выполнять ингибирующую или активирую-
щую функцию [34]. Сопоставление этих данных и
результатов наших исследований позволило
предположить, что фенольные соединения при-
нимают многогранное участие в реализации про-
цессов зимостойкости у O. europaea.

Таким образом, установлено, что рутин, цина-
розид и олеуропеин являются элементами меха-
низмов защиты маслины от негативного влияния
отрицательных температур. В формировании мо-
розоустойчивости данные вещества выполняют
роль криопротекторов и антиоксидантов, а при
формировании зимостойкости важным являет-
ся, на каком этапе происходит активация био-
синтеза ‒ до начала или непосредственно во вре-
мя действия отрицательных температур. Ярким
примером служит слабоустойчивый подвид O. eu-
ropaea subsp. cuspidatа, у которого олеуропеин как
в природных, так и в лабораторных условиях на-
капливался только при понижении температуры
до отрицательных значений. Анализ динамики
содержания пролина в листьях O. europaea в тече-
ние холодного периода на ЮБК позволяет ис-
пользовать этот показатель, как уровень стрессо-
вого состояния растений маслины в природных
условиях.

Исследования выполнены на оборудовании
Центра коллективного пользования “Физиолого-
биохимические методы исследования раститель-
ных объектов” Федерального государственного
бюджетного учреждения науки “Никитский бо-
танический сад – Национальный научный центр”
(Ялта, Россия).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей в качестве объектов
исследований. Авторы заявляют об отсутствии
конфликта интересов.
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В настоящее время особое внимание уделяется исследованию механизмов стрессовой устойчивости
организмов-экстремофилов, способных выживать в экстремальных условиях. К таким организмам
относятся лишайники, представляющие собой симбиотические ассоциации грибов и водорослей
и/или цианобактерий. Высокая стрессовая устойчивость лишайников обусловлена наличием у них
широкого спектра биологически активных метаболитов, в том числе стеринов. Известно, что ли-
шайники обладают разнообразным и уникальным стериновым составом, отличающимся от таково-
го у грибов и водорослей. Стерин-опосредованные биохимические механизмы стрессовой устойчи-
вости лишайников изучены недостаточно полно и не систематизированы. Температурный стресс яв-
ляется достаточно привычным для лишайников, часто произрастающих в неблагоприятных условиях.
Известно, что сухие талломы лишайников способны выдерживать изменения температур в больших
диапазонах, тогда как гидратированные талломы гораздо более чувствительны к действию неблаго-
приятных температур. В настоящей работе были исследованы стресс-индуцированные изменения
дыхательной активности и индекса мембранной стабильности (ИМС), а также стеринового профиля
гидратированных талломов лишайника Peltigera canina (L.) Willd. при действии повышенной (+40°С)
и пониженной (– 20°С) температур. Было показано, что неблагоприятные температуры вызывали по-
давление интенсивности дыхания и снижение ИМС талломов лишайника. Хроматомасс-спектромет-
рический анализ показал наличие у лишайника P. canina эргостерина, дегидроэргостерина, эпистери-
на, лихестерина и фунгистерина. При действии обоих стрессовых факторов происходило снижение
уровня эргостерина и увеличение доли эпистерина. В условиях холодового стресса также увеличива-
лась доля дегидроэргостерина, доля лихестерина снижалась, а относительное содержание более насы-
щенного стерина фунгистерина оставалось на контрольном уровне. Можно полагать, что стресс-ин-
дуцированные изменения стеринового профиля лишайника при низкотемпературном воздействии
создают оптимальный баланс стеринов в мембранах, который обеспечивает условия для разворачива-
ния успешной стратегии, ведущей к адаптации лишайника к действию стрессора.

Ключевые слова: Peltigera canina, лишайники, стерины, фосфолипиды, ИМС, дыхание, температур-
ный стресс
DOI: 10.31857/S0015330323600997, EDN: BGZAUW

ВВЕДЕНИЕ
Лишайники представляют собой симбиотиче-

ские ассоциации между грибом (микобионтом) и
водорослью и/или цианобактерией (фотобион-

том) и являются экстремофильными организма-
ми, так как способны выживать в крайне неблаго-
приятных условиях посредством уникальных ме-
ханизмов устойчивости [1–4]. Температурный
стресс является достаточно привычным для ли-
шайников, которые могут произрастать как в по-
лярных районах Земли, так и в жарких и засушли-
вых регионах. Известно, что в сухом виде лишайни-

Сокращения: ИМС – индекс мембранной стабильности,
ЛФХ – лизофосфатидилхолин, ФИ – фосфатидилинози-
тол, ФК – фосфатидная кислота, ФХ – фостфатидилхо-
лин, ФЭ – фосфатидилэтаноламин.

УДК 581.1;582.29;547.92

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ки способны переносить изменения температур в
большом диапазоне, тогда как гидратированные
талломы лишайников гораздо более чувствитель-
ны к действию неблагоприятных температур. Ис-
следование термостойкости микобионтов и фи-
кобионтов, выделенных из пустынных лишайни-
ков Endocarpon pusillum, Acarospora nodulosa и
A. schleicheri, показало, что во влажных условиях
они могут переносить температуру 50°C. Однако,
в условиях засухи микобионт и фикобионт E. pu-
sillum могут переносить температуру 75°C, а ми-
кобионты двух других лишайников могут перено-
сить температуру 80°C [5]. Хорошо известна
устойчивость лишайников к низким температу-
рам, обусловленная наличием криопротекторов в
их талломах [6, 7]. Показано, что даже при очень
низких температурах у лишайников активно
протекают метаболические процессы. В частно-
сти, у некоторых видов лишайников процессы
дыхания и фотосинтеза могут протекать при
температурах –12°С и –24°С, соответственно [8].
Пельтигеровые лишайники, которые произраста-
ют в более мягких, по сравнению с Антарктикой,
условиях, не обладают повышенной устойчиво-
стью к воздействию столь низких температур. Из-
вестно, что эти лишайники отличаются высоки-
ми темпами роста и активным редокс-метаболиз-
мом [9]. В связи с этим, можно предположить, что
пельтигеровые лишайники продемонстрируют
выраженную реакцию к действию неблагоприят-
ных температур. Высокая стрессовая устойчивость
лишайников может быть обусловлена, кроме про-
чих факторов, уникальным стериновым составом,
отличающимся от такового у грибов и водорос-
лей. В настоящее время биохимические механизмы
стрессовой устойчивости лишайников, опосре-
дованные изменениями профиля стеринов, изу-
чены недостаточно полно и не систематизирова-
ны. В связи с этим, актуальным является иденти-
фикация стеринов в лишайниках и выявление
изменений в их профиле при действии стрессо-
вых факторов. Понимание молекулярных и био-
химических основ стрессовых ответов лишайников
посредством регуляции метаболизма стеринов по-
может более углубленно и детально разобраться в
механизмах стрессовой устойчивости экстремо-
филов. Целью настоящего исследования было
изучение изменений стеринового профиля пель-
тигерового лишайника P. canina при действии не-
благоприятных температур.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования служили талломы ли-
шайника P. canina (L.) Willd., собранные на терри-
тории Республики Татарстан в мае 2022 года.
P. canina является эпигейным, двухкомпонент-
ным лишайником, фотобионтом которого явля-
ется цианобактерия Nostoc punctiforme (Kütz.)

Har., а микобионтом – гриб Peltigera Willd. (тип
Ascomycota). После сбора и предварительной
очистки талломы лишайника высушивали при
комнатной температуре. Высушенный материал
помещали в морозильную камеру (–20°C) на хра-
нение до использования в экспериментах.

Талломы лишайника гидратировали в течение
2 сут при температуре +10°С. Перед стрессовой
обработкой контейнеры с гидратированными
талломами оставляли на 2 ч при комнатной тем-
пературе. Для стрессовой обработки чашки Пет-
ри с образцами закрывали и помещали в термо-
стат ТСО-1/80 СПУ при температуре +40°C на 3 ч,
для воздействия пониженной температурой гид-
ратированные талломы помещали в морозильную
камеру при –20°C на 1 ч. Контролем служили
гидратированные талломы лишайника, не под-
вергнутые стрессовой обработке. Оводненность
талломов лишайника определяли в каждой вре-
менной точке высушиванием до постоянного ве-
са на анализаторе влажности АВГ-60 (Госметр,
Россия).

Интенсивность дыхания талломов лишайни-
ков определяли манометрическим методом в ап-
парате Варбурга [10]. Кусочки талломов лишай-
ника после взвешивания (100–150 мг) помещали
в сосудики Варбурга с 3 мл дистиллированной во-
ды и после термостатирования в течение 10 мин
по показаниям манометров каждые 60 мин в тече-
ние 3 ч измеряли потребление кислорода. Посто-
янство концентрации СО2 в сосудике обеспечи-
вали добавлением 300 мкл 20% NaОН в отросток
сосудика. Дыхание измеряли в течение 3 ч для до-
стижения устойчивого состояния после измене-
ния температуры [11]. Расчеты проводили в мкл
О2 за 1 ч на 1 г сухой массы.

Выход электролитов из тканей лишайника из-
меряли по стандартной методике [12]. Кусочки
таллома лишайника погружали в бюксы с биди-
стиллированной водой Milli-Q (15 мл) и выдер-
живали в термостате при комнатной температуре
в течение 30 мин. Электропроводность раствора
после инкубации (С1) измеряли с помощью кон-
дуктометра Ohaus ST3100C-B (США). Полный
выход электролитов (С2) определяли по электро-
проводности того же раствора после разрушения
клеточных мембран при температуре 100°С в те-
чение 30 мин.

Индекс мембранной стабильности (ИМС)
рассчитывали по формуле:

где С0 – электропроводность бидистиллирован-
ной воды, мкСм.

Экстракцию липидов производили методом
Блайя и Дайэра [13]. Талломы лишайника расти-
рали в жидком азоте до порошкообразного состо-
яния, отбирали пробу весом 1 г. Затем проводили

( ) ( )( )= ×1 0 2 0ИМС 1 – – – 100%,С С С С
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последовательную двухэтапную экстракцию сме-
сью хлороформ–метанол (1 : 2) с обработкой в те-
чение 5 мин в УЗ бане (Сапфир, Россия). Экс-
тракты получали фильтрованием гомогената че-
рез фильтр Шотта. К объединенному экстракту
добавляли 5 мл хлороформа и 8 мл дистиллиро-
ванной воды, перемешивали, оставляли до рас-
слоения. Далее с помощью пипетки Пастера от-
бирали верхний водно-метанольный слой, отки-
дывая его, оставшийся хлороформный слой
переносили в круглодонную колбу и упаривали
на роторном испарителе (IKA RV 8, Германия).
Выход липидных веществ определяли гравимет-
рическим методом [14]. Полученные экстракты
до проведения анализов хранили в морозильной
камере при температуре –20°С.

Для проведения щелочного гидролиза к экс-
тракту липидов лишайника добавляли 1 М рас-
твора КОН в 80% этаноле и гидролизовали на во-
дяной бане в течение 30 мин при температуре
80°С. После гидролиза к реакционной смеси до-
бавляли 2 мл диэтилового эфира и 3 мл дистилли-
рованной воды, перемешивали, оставляли для
разделения на слои (30 мин, 4°С). Затем верхний
эфирный слой отделяли и переносили в пробирку
для суммарного эфирного экстракта. К нижнему
водно-спиртовому слою добавляли еще 2 мл эфи-
ра, перемешивали, оставляли для разделения на
слои (30 мин, 4°С). Верхний эфирный слой отде-
ляли и соединяли с эфирным экстрактом первой
ступени. Экстракцию диэтиловым эфиром по-
вторяли еще один раз аналогично. К суммарному
эфирному экстракту добавляли небольшое коли-
чество безводного сернокислого натрия (0.01 г),
перемешивали и выдерживали в течение 10 мин.
После экстракт фильтровали через мембранный
фильтр (PTFE, 0.45 μm, Schleicher & Schuell, Гер-
мания), эфир выпаривали, сухой остаток количе-
ственно переносили в хроматографическую виалу,
используя в качестве растворителя метанол. Полу-
ченные пробы до проведения анализов хранили в
морозильной камере при температуре –20°С.

Газохроматографический анализ с масс-спек-
трометрическим детектированием (ГХ-МС) про-
водили на газовом хроматографе Agilent 6890N с
масс-спектрометрическим детектором 5973 N
(Agilent Technologies, США). Метод ионизации:
электроннaя ионизация (70 эВ). Температура ис-
точника ионов: 230°С. Диапазон масс: 50–800 а. е. м.
Капиллярная колонка HP-5MS длиной 30 м с
внутренним диаметром 0.25 мм и толщиной
пленки фазы 0.25 мкм. Условия газохроматогра-
фического разделения: объем вводимой пробы –
2 мкл; начальная температура термостата колон-
ки – 60°С, термостатирование при начальной
температуре колонки 2 мин, подъем температуры
со скоростью 15°С/мин до 300°С, термостатиро-
вание при конечной температуре колонки 15 мин;
температура узла ввода проб (инжектора) –

300°С; режим ввода пробы без деления потока,
газ-носитель – гелий, расход – 1.5 мл/мин.

К пробе, полученной в ходе щелочного омыле-
ния экстракта липидов, добавляли 100 мкл смеси
хлороформ–метанол (1 : 1), отбирали 20 мкл по-
лученного раствора добавляли 5 мкл раствора
нафталина (2 мг/мл), используемого в качестве
внутреннего стандарта.

Идентификацию компонентов проводили с ис-
пользованием стандартов стеринов – эргостерина,
холестерина, стигмастерина (Sigma-Aldrich, США,
степень чистоты не менее 95%), библиотеки масс-
спектров NIST 17 и литературных данных [15, 16].

Относительное процентное содержание инди-
видуальных стеринов в экстрактах рассчитывали
путем определения площади соответствующего
пика на ГХ-хроматограмме, как процентной части
от общей суммы площадей пиков всех стеринов.
При этом для компенсации возможных ошибок в
ходе ГХ-МС анализа и получения достоверных
результатов в расчетах использовали отношение
площадей пиков стеринов к площади пика нафта-
лина в каждом измерении.

Высокоэффективную тонкослойную хромато-
графию (ВЭТСХ) проводили в автоматизирован-
ной системе CAMAG (Швейцария). Для хромато-
графии использовали пластины Merck KGaA
(Германия). Экстракты липидов растворяли в
смеси хлороформ–метанол (1 : 1) (5 мг/мл). Для
идентификации индивидуальных фосфолипидов
использовали стандарт фосфолипидов (Avanti,
США). Нанесение экстрактов и стандартов на
пластину выполняли на автоматическом аппли-
каторе Linomat 5 в виде треков шириной 7 мм.
Элюирование проводили в автоматической камере
ADC 2, линия фронта подвижной фазы – 80 мм.
В качестве подвижной фазы использовали хлоро-
форм : метанол : вода (65 : 25 : 4). Далее ТСХ-пла-
стины опрыскивали 5% раствором H2SO4 в этаноле
с помощью пульверизатора (Ленхром, Россия),
высушивали и нагревали 20 мин при температуре
150°C. Денситометрическое сканирование ТСХ-
пластин после дериватизации проводили на TLС
Scanner 4 при параметрах: режим – отражатель-
ная абсорбция, длина волны – 490 нм, щель –
6.00 × 0.40 мм, скорость сканирования – 20 мм/с,
разрешение – 100 мкм/шаг, математический
фильтр Savitsky-Golay 7. Количественное опреде-
ление индивидуальных фосфолипидов в исследу-
емых экстрактах осуществляли по калибровочным
уравнениям, полученным для чистых стандартов
лизофосфатидилхолина (ЛФХ), фосфатидилино-
зитола (ФИ), фостфатидилхолина (ФХ), фосфа-
тидной кислоты (ФК), фосфатидилэтаноламина
(ФЭ) (табл. 1).

Опыты проводили в 3–5 биологических и 3–10
аналитических повторностях. Полученные дан-
ные представлены в виде средних арифметиче-
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ских значений со стандартными ошибками (SE).
Все экспериментальные данные по количествен-
ному определению липидов и каротиноидов име-
ют нормальное распределение признака. Для
сравнения их средних арифметических значений
использовали однофакторный дисперсионный
анализ ANOVA с оценкой попарных различий с
помощью критериев Тьюки, Бонферрони.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ физиологического состояния лишайника 

P. canina при действии 
неблагоприятных температур

Первым этапом работы было проведение экс-
периментов по изучению физиологического со-
стояния лишайника при действии неблагоприят-
ных температур. Стрессовые условия были подо-
браны в результате серии предварительных
экспериментов, в которых были изучены измене-
ния физиологических параметров лишайника
при действии различных температур и с разным
временем воздействия (данные не представлены).
Было обнаружено, что самыми эффективными

температурами, индуцирующими стрессовый от-
вет лишайника, являются обработка талломов
повышенной температурой +40°С в течение 3 ч и
низкой отрицательной температурой –20°С в те-
чение 1 ч. Контролем служили предварительно
гидратированные талломы лишайника. После об-
работки талломов неблагоприятными температу-
рами были измерены физиологические парамет-
ры: дыхательная активность лишайника и ИМС
для оценки состояния мембран. Было показано,
что в течение 3 ч после действия повышенной
температуры наблюдается значительное подавле-
ние дыхания у талломов лишайника (рис. 1). Уро-
вень потребления кислорода прогретыми талло-
мами был на 80–90% ниже по сравнению с кон-
трольным вариантом. Обработка пониженной
температурой не вызывала столь значительных
изменений дыхательной активности: через 1 ч по-
сле стрессового воздействия наблюдалась легкая
стимуляция дыхания (на 30%), через 2 ч уровень
дыхательной активности был уже чуть ниже кон-
трольного и лишь к третьему часу происходило
заметное подавление дыхания на 40%.

Об изменении проницаемости клеточных
мембран лишайника судили по выходу электро-
литов из клеток, по которому рассчитывали ин-
декс мембранной стабильности (ИМС). ИМС до-
стоверно снижался при действии обеих неблаго-
приятных температур (рис. 2). Через 1 ч после
действия стресса в талломах лишайника, обрабо-
танного отрицательной температурой, ИМС кле-
ток слегка возрастал, тогда как после действия
повышенной температуры наоборот происходило
снижение этого показателя, свидетельствующее о
повышении проницаемости клеточных мембран.
Через 3 ч после стрессовой обработки ИМС пол-
ностью восстанавливался до контрольного уров-
ня при обоих воздействиях (рис. 2).

Анализ стеринового и фосфолипидного состава 
лишайника P. canina при действии

неблагоприятных температур

Анализ стеринового профиля показал, что для
лишайника P. canina характерно наличие дегидро-
эргостерина, лихестерина, эргостерина, фунгисте-
рина и эпистерина (рис. 3). Было обнаружено, что
преобладающим стерином P. canina является эр-
гостерин, который был точно идентифицирован

Таблица 1. Калибровочные уравнения для количественного определения индивидуальных веществ.

Вещества – стандарты Количество, мкг Полученное калибровочное 
уравнение (по площади пиков) r

Лизофосфатидилхолин 0.7; 1.4; 2.1 у = 816 + 1683х 0.96
Фосфатидилинозитол 1.8; 3.6; 5.4 у = 1405 + 579х 0.99
Фосфатидилхолин 3.8; 7.6; 11.4 у = 4004 + 997х 0.99
Фосфатидилэтаноламин 3; 6; 9 у = 3824 + 1097х 0.99

Рис. 1. Изменение потребления кислорода талломами
лишайника P. canina в постстрессовый период, спустя
1, 2, 3 ч после стрессовой обработки неблагоприятны-
ми температурами (–20°С и +40°С), мкл/ч/г сухой
массы. На рисунке представлены средние арифмети-
ческие значения и стандартные ошибки (SE) при n = 5.
Достоверность различий определяли с помощью од-
нофакторного дисперсионного анализа (ANOVA)
при P < 0.05 (*); P < 0.01 (**); P < 0.001 (***).
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путем сопоставления его масс-спектра с масс-
спектром стандарта эргостерина и по библиотеке
масс-спектров NIST 17. Остальные стерины были
идентифицированы по характерным фрагментар-
ным ионам данных соединений, описанных в ли-
тературе [15, 16] (табл. 2). Соединение с временем
выхода 22.49 мин (рис. 4, пик 6) идентифициро-
вать не удалось, однако наличие в его масс-
спектре ионов с m/z 414 и 399, характерных для
стеринов, позволило отнести его к этому классу.
Известно, что ион m/z 414 образуется при фраг-
ментации β-ситостерина [16].

О содержании обнаруженных в лишайнике
стеринов судили по площадям их пиков на ГХ-хро-
матограмме по отношению к общей сумме пло-
щадей пиков всех стеринов (табл. 3). При дей-

ствии обеих неблагоприятных температур проис-
ходило заметное снижение доли эргостерина в
стериновом пуле лишайника (табл. 3). Кроме то-
го, наблюдались стресс-индуцированные изме-
нения в содержании других стеринов. Так, при
холодовой обработке наблюдалось увеличение
относительного содержания дегидроэргостерина
и эпистерина, происходило снижение доли лихе-
стерина. Действие повышенной температуры вы-
зывало увеличение доли эпистерина в талломе
лишайника. Уровень более насыщенного фунги-
стерина оставался на контрольном уровне при
всех воздействиях. Общий уровень стеринов
снижался при обоих воздействиях, но особенно
значительно при низкотемпературной обработке
(табл. 3).

Рис. 2. Изменение ИМС в талломах лишайника P. canina при действии неблагоприятных температур (–20°С и +40°С)
и в постстрессовый период после стрессовой обработки неблагоприятными температурами (варианты: 1 – через 1 ч по-
сле стрессовой обработки, 2 – через 3 ч после стрессовой обработки, 3 – через 5 ч после стрессовой обработки, 4 – через
24 ч после стрессовой обработки). Белым цветом обозначен контрольный вариант (ИМС гидратированного лишай-
ника), светло-серым цветом окрашены столбцы значений ИМС лишайника при действии повышенной температуры
+40°С, темно-серым – при действии низкой отрицательной температуры –20°С. На рисунке представлены средние
арифметические значения и стандартные ошибки (SE) при n = 5. Достоверность различий определяли с помощью од-
нофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) при P < 0.05 (*); P < 0.01 (**); P < 0.001 (***).
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Рис. 3. ГХ-МС профиль стеринов, выделенных из таллома лишайника P. canina. Приведен профиль стеринов, иденти-
фицированных в гидратированных талломах, не подвергавшихся действию неблагоприятных температур. Пики соеди-
нений пронумерованы, над каждым пиком указано точное время выхода соединений: 1 – дегидроэргостерин, 2 – лихе-
стерин, 3 – эргостерин, 4 – фунгистерин, 5 – эпистерин, 6 – стерин не идентифицирован.
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Рис. 4. Масс-спектр не идентифицированного соединения (пик 6 на рис.3 с временем выхода 22.49 мин).
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Таблица 2. Основные фрагментарные ионы и их интенсивность в масс-спектрах стеринов лишайника P. canina.

Стерины Время выхода, мин Фрагментарные ионы (m/z) и их интенсивность (I, %)

Дегидроэргостерин 21.06 363 (69), 253 (41), 251 (99), 209 (97), 207 (32), 195 (29), 
69 (36), 55 (53), 43 (86), 41 (33)

Лихестерин 21.13 396 (35), 364 (31), 363 (99), 253 (38), 211 (25), 157 (24), 
143 (27), 69 (22), 55 (36), 43 (64)

Эргостерин 21.41 396 (52), 363 (99), 337 (34), 253 (36), 157 (37), 145 (39), 
143 (50), 81 (37), 69 (78), 55 (65)

Фунгистерин 21.62 380 (41), 253 (46), 237 (99), 213 (44), 207 (33), 195 (37), 
181 (34), 131 (43), 55 (47), 43 (84)

Эпистерин 22.08 314 (20), 281 (18), 272 (21), 271 (99), 105 (17), 94 (16), 
79 (18), 69 (38), 55 (27), 41 (19)

Не идентифицирован 22.49 414 (43), 399 (41), 254 (61), 213 (33), 209 (99), 147 (34), 
57 (47), 55 (34), 43 (79), 41 (33)

Таблица 3. Относительное содержание стеринов лишайника P. canina при действии неблагоприятных темпера-
тур (–20°С и +40°С)

Примечание. В таблице представлены средние арифметические значения и стандартные ошибки (SE) при n = 3. Достовер-
ность различий определяли с помощью однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) при P < 0.05 (*); P < 0.01 (**);
P < 0.001 (***).

Стерины
Относительное содержание, %

контроль –20oC +40oC

Дегидроэргостерин 7.7 ± 0.4 10.3 ± 0.7* 8.0 ± 0.2

Лихестерин 23.8 ± 1.0 17.2 ± 0.7** 22.4 ± 0.6

Эргостерин 61.0 ± 1.9 53.3 ± 0.9* 48.9 ± 1.0**

Фунгистерин 7.4 ± 0.2 7.2 ± 0.7 6.4 ± 0.4

Эпистерин 6.5 ± 0.0 11.3 ± 0.2*** 9.0 ± 0.5**

Не идентифицирован 4.7 ± 0.4 6.0 ± 0.8 5.9 ± 0.1*

Общая сумма стеринов 100 55.7 ± 7.2** 86.5 ± 2.1**
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ВЭТСХ анализ стресс-индуцированных изме-
нений фосфолипидного состава показал, что при
температурной обработке основные фосфолипи-
ды мембран (ФХ и ФЭ) остаются на контрольном
уровне, содержание ФИ значительно увеличивает-
ся, а содержание ЛФХ заметно снижается (табл. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ
В естественной среде обитания лишайники ча-

сто испытывают температурный стресс. Пельти-
геровые лишайники (семейство Peltigeraceae Du-
mort.), произрастающие в областях умеренного
климата и отличающиеся высокими темпами ро-
ста и активным редокс-метаболизмом [9], могут
обладать повышенной чувствительностью к дей-
ствию экстремальных температур. Эти факторы
обусловили выбор лишайника P. canina в качестве
объекта исследования. Фотобионтом лишайника
является цианобактерия Nostoc punctiforme. P. cani-
na растет в довольно тенистых местах, встречает-
ся на почве по склонам канав и на обочинах до-
рог, на корневых лапах и гниющих пнях. Вид рас-
пространен в Европе, Азии, Северной и Южной
Америке, Африке, Австралии [17].

Значительная часть метаболически активного
периода лишайников происходит при низкой ин-
тенсивности света или в полной темноте [18]. Не-
обходимо учитывать и тот факт, что фотосинтети-
ческий партнер может составлять всего 5–10%
биомассы лишайника [19]. В связи с этим дыха-
тельная нагрузка на фотосинтетическую клетку
может быть значительной у этих симбиотических
организмов, а, следовательно, скорость дыхания
оказывает большое влияние на прирост углерода
и является важным показателем физиологиче-
ского состояния лишайника. Многочисленными
исследованиями показано, как факторы окружа-
ющей среды влияют на интенсивность дыхания у
лишайников [20]. В наших экспериментах было
показано, что при действии повышенной темпе-
ратуры наблюдается значительное подавление
дыхания у талломов лишайника (рис. 1). Анало-
гичный эффект наблюдался в работе Smyth (1934)

при действии высокой температуры на лишайник
P. canina [21]. Автор связывает ингибирование ды-
хания с повреждающим действием высокой тем-
пературы на компоненты дыхательной цепи. Об-
работка пониженной температурой не вызывала
столь значительных изменений дыхательной ак-
тивности лишайника в первые 2 ч, лишь к третье-
му часу происходило небольшое подавление ды-
хания (рис. 1).

Проницаемость мембран является одним из
наиболее чувствительных параметров для оценки
физиологической реакции лишайников на воз-
действие окружающей среды [22]. Так, показано,
что тяжелые металлы могут повреждать биологи-
ческие мембраны лишайников, вызывая утечку
ионов [23, 24]. Снижение ИМС после выдержи-
вания талломов при действии экстремальных
температур в наших экспериментах свидетельствует
о повреждении клеточных мембран (рис. 2).

Наблюдаемые физиологические изменения
свидетельствуют о стрессовом состоянии лишай-
ника после термической обработки. По-видимому,
P. canina более чувствительна к действию повы-
шенных температур, так как даже через 3 ч после
воздействия дыхание остается подавленным. Од-
нако восстановление ИМС до контрольного
уровня через 3 ч после действия обеих экстре-
мальных температур может свидетельствовать об
адаптивных процессах, происходящих в мембра-
нах клеток талломов лишайника.

В настоящее время доминирующей гипотезой
о сенсоре температурных колебаний в растениях
является гипотеза об изменении текучести мем-
браны, которая, в частности, обсуждается в обзо-
ре Ф. Р. Гималова [25]. Предполагают, что плаз-
матическая мембрана действует как первичный
сенсор температурных колебаний вследствие ди-
намических изменений ее физических характери-
стик [26]. Показано, что температурный сигнал
воспринимается растением через изменение те-
кучести мембраны, вызывающее реорганизацию
цитоскелета и поток ионов кальция в цитоплазму,
активацию кальций-зависимых протеинкиназ и

Таблица 4. Изменение содержания фосфолипидов в талломах лишайника P. canina при действии неблагоприят-
ных температур (–20°С и +40°С)

Примечание. В таблице представлены средние арифметические значения и стандартные ошибки (SE) при n = 3. Достовер-
ность различий определяли с помощью однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) при P < 0.05 (*); P < 0.01 (**);
P < 0.001 (***).

Фосфолипиды
Содержание, мг/г сухой массы

контроль –20oC +40oC

ЛФХ 0.36 ± 0.08 0.13 ± 0.02* 0.06 ± 0.01***
ФИ 074 ± 0.08 1.52 ± 0.09** 1.92 ± 0.05***
ФХ 5.35 ± 0.10 4.74 ± 0.04** 5.06 ± 0.07
ФЭ 3.12 ± 0.13 2.98 ± 0.05 2.79 ± 0.08
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МАР-киназ [27]. Известно, что понижение тем-
пературы уменьшает, а повышение температуры,
наоборот, увеличивает текучесть мембран [28,
29], то есть температура как физический параметр
оказывает термодинамический эффект на биоло-
гические молекулы (белки, ДНК) и надмолеку-
лярные структуры (мембраны, хромосомы).

Известно, что в основе регуляции текучести и
проницаемости биологических мембран лежит
изменение соотношения насыщенных и ненасы-
щенных жирных кислот [30]. В экспериментах на
свободноживущей цианобактерии Synechocystis sp.
PCC 6803 продемонстрировано, что при пониже-
нии температуры происходит индукция активно-
сти генов десатураз и вследствие этого увеличива-
ется содержание ненасыщенных жирных кислот в
составе мембран и, соответственно, повышается их
текучесть [31]. Можно полагать, что лишайники
как фотосинтезирующие организмы могут прояв-
лять схожую реакцию на изменение температуры.

Другим важным компонентом, влияющим на
текучесть клеточных мембран, являются молекулы
стеринов, которые взаимодействуют с головками
фосфолипидов, частично иммобилизуя прокси-
мальную часть углеводородной цепи [32]. Стаби-
лизирующая способность молекулярных видов
стеринов может различаться в зависимости от

особенностей их химической структуры, в част-
ности, от количества двойных связей, этильных и
метильных групп в структуре молекулы стерина
[33]. Как следствие, соотношение молекулярных
видов стеринов в мембране может влиять на ее те-
кучесть и проницаемость.

Анализ стеринового профиля P. canina пока-
зал, что для этого лишайника характерно наличие
дегидроэргостерина, лихестерина, эргостерина,
фунгистерина и эпистерина (рис.3). Таким обра-
зом, лишайник P. canina обладает достаточно бо-
гатым стериновым составом, если учесть, что у
растений обычно присутствует три основных сте-
рина, а у животных и грибов – всего лишь один
основной стерин. Необходимо отметить, что все
стерины P. canina являются метилстеринами, в
отличие от растений, где преобладающими сте-
ринами являются более гидрофобные этилстери-
ны – β-ситостерин и стигмастерин. В целом,
можно сказать, что весь пул стеринов лишайника
является более ненасыщенным, чем у растений,
так как у большинства стеринов имеются две и
более двойных связей (рис. 5). Преобладающим
стерином лишайника P. canina является эргосте-
рин, характерный для грибов, что неудивительно,
поскольку микобионт составляет до 95% биомассы
лишайника [1]. Известно, что эргостерин обладает

Рис. 5. Структурные формулы стеринов лишайника P. canina. 1 – дегидроэргостерин, 2 – лихестерин, 3 – эргостерин,
4 – фунгистерин, 5 – эпистерин.
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большой реакционной способностью благодаря
наличию в кольце системы сопряженных двой-
ных связей. В грибах эргостерин является глав-
ным компонентом секреторных везикул и играет
чрезвычайно важную роль в дыхании и окисли-
тельном фосфорилировании в митохондриях, что
позволяет называть этот стерин метаболическим
маркером [11].

В работе [11] продемонстрирована прямая
корреляция между изменением содержания эрго-
стерина и интенсивностью дыхания лишайника.
В наших экспериментах мы также отчасти наблю-
дали корреляцию между дыхательной активно-
стью и уровнем эргостерина: при действии обеих
неблагоприятных температур происходило за-
метное снижение доли эргостерина в стериновом
пуле лишайника (табл. 3), что сопровождалось
снижением дыхательной активности таллома,
особенно при действии повышенной температуры.
Помимо уменьшения доли эргостерина, проис-
ходили стресс-индуцированные изменения в от-
носительном содержании и других стеринов ли-
шайника. При холодовой обработке наблюдалось
увеличение относительного содержания демети-
лированных стеринов дегидроэргостерина и эпи-
стерина, а также снижение доли лихестерина
(табл. 3). Необходимо отметить, что лихестерин
является уникальным стерином, который можно
обнаружить только в лишайниках [34]. Действие
повышенной температуры также вызывало уве-
личение доли эпистерина в талломе лишайника
(табл. 3). Уровень более насыщенного фунгисте-
рина оставался на контрольном уровне при всех
воздействиях. Общий уровень стеринов снижался
при обоих воздействиях, но особенно значитель-
но при низкотемпературной обработке (табл. 3),
что может свидетельствовать об увеличении теку-
чести клеточных мембран лишайника при дей-
ствии экстремальных температур, что согласуется
со снижением стабильности мембран (рис. 2).

Можно полагать, что в механизмы стресс-ин-
дуцированных изменений стеринового состава
вовлечены фосфолипиды. Анализ фосфолипид-
ного состава лишайника P. canina показал, что в
условиях температурного стресса содержание ос-
новных фосфолипидов лишайника ФХ и ФЭ не
изменяется, однако наблюдаются значительные
изменения в содержании ФИ и ЛФХ (табл. 4). Из-
вестно, что ФИ является минорным фосфолипи-
дом клеточных мембран, его содержание составляет
от 2 до 8% от всех ФЛ, но его функциональная роль
велика, особенно в процессах сигналинга [35].
В ряде работ показано существенное (в 1.5–2.5 раза)
увеличение содержания этих фосфолипидов у
устойчивых к стрессовому воздействию растений
[36]. ФИ участвует в регуляции содержания внут-
риклеточного кальция, и повышение количества
ФИ может быть связано с адаптационными про-
цессами в клетках [37]. Кроме того, обнаружено,

что ФИ являются регуляторами невезикулярного
транспорта эргостерина у дрожжей, и у ФИ-му-
тантов транспорт стеринов замедлен [38]. Эти
данные вполне согласуются с нашими данными о
снижении доли эргостерина в P. canina при дей-
ствии неблагоприятных температур, однако ме-
ханизмы взаимосвязи содержания эргостерина и
ФИ в лишайнике остаются неясными. В растениях
лизофосфолипиды, в частности ЛФХ, образуются
в ответ на стрессовые воздействия в результате ак-
тивации фосфолипаз, в том числе фосфолипазы А2
[39]. Недавние исследования свидетельствуют о
роли лизофосфолипидов в термотолерантности в
различных организмах [40]. Наблюдаемое в на-
ших экспериментах заметное снижение уровня
ЛФХ у лишайника в условиях температурного
стресса (табл. 4) является довольно необычной
стрессовой реакцией и требует дальнейшего де-
тального изучения.

На основании полученных данных можно за-
ключить, что лишайник P. canina проявляет боль-
шую чувствительность к повышению температу-
ры, что выражается в значительном подавлении
дыхательной активности и снижении стабильно-
сти мембран. Однако стериновый ответ более яр-
ко выражен при действии на лишайник низкой
отрицательной температуры, несмотря на более
сдержанную физиологическую реакцию. Можно
предположить, что при действии отрицательной
температуры происходит замедление синтеза эр-
гостерина и накопление его предшественников
дегидроэргостерина и эпистерина. У дегидроэр-
гостерина имеются 4 двойные связи, то есть он
является самым ненасыщенным из вышеперечис-
ленных стеринов и, по всей видимости, вносит
свой вклад в увеличение проницаемости мембран
таллома и, соответственно, увеличение их текуче-
сти. Возможно, стресс-индуцированные измене-
ния стеринового профиля лишайника при холо-
довой обработке создают оптимальный баланс
стеринов в мембранах, который способствует
разворачиванию успешной стратегии, ведущей к
адаптации лишайника к действию стрессора.

Таким образом, можно полагать, что разнооб-
разный стериновый состав позволяет лишайнику
тонко регулировать текучесть мембран за счет со-
здания необходимого соотношения более насы-
щенных и менее насыщенных стеринов в мембране.

Работа выполнена в рамках выполнения госу-
дарственного задания Федерального исследова-
тельского центра Казанского научного центра
Российской академии наук (оценка дыхательной
активности и ИМС), а также при финансовой
поддержке гранта Российского научного фонда
https://rscf.ru/project/22-14-00362 (рук. Ю.Н. Ва-
литова).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
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либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследования.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Дьяков Ю.Т. Ботаника. Курс альгологии и миколо-

гии. Москва: Изд-во МГУ, 2007. 559 с.
2. Armstrong R.A. Adaptation of lichens to extreme condi-

tions // Plant Adaptation Strategies Changing Environ-
ment / Eds Shukla V., Kumar S., Kumar N. Springer.
2017. P. 1. 
https://doi.org/10.1007/978-981-10-6744-0_1

3. Stocker-Wörgötter E. Stress and developmental strate-
gies of lichens // Symbioses and Stress. Cellular Origin,
Life in Extreme Habitats and Astrobiology / Eds Seck-
bach J., Grube M. Springer, Dordrecht. 2010. V. 17.
P. 525. 
https://doi.org/10.1007/978-90-481-9449-0_27

4. Stanton D.E., Ormond A., Koch N.M., Colesie C. Lichen
ecophysiology in a changing climate // Am. J. Bot.
2023. V. 110. E16131. 
https://doi.org/10.1002/ajb2.16131

5. Chen K., Wei J.-C. Heat tolerance of the mycobionts
and phycobionts from three desert lichens // Mycosys-
tema. 2015. V. 34. P. 1007.

6. Калугина Ю.В., Никитина И.И. Криобиология.
Киев: Наукова думка, 1994. 432 с.

7. Порядина Л.Н., Прокопьев И.А., Конорева Л.А., Чес-
ноков С.В., Слепцов И.В., Филиппова Г.В., Шашу-
рин М.М. Адаптационные биохимические меха-
низмы, обеспечивающие устойчивость лишайни-
ков к экстремальным условиям среды обитания //
Природные ресурсы Арктики и Субарктики. 2018.
Т. 26. С. 109. 
https://doi.org/10.31242/2618-9712-2018-26-4-109-117

8. Вайнштейн Е.А. Некоторые вопросы физиологии
лишайников. I. Дыхание // Ботанический журнал.
1972. Т. 7. С. 832.

9. Beckett R.P., Minibayeva F.V., Vylegzhanina N.N. Tolpy-
sheva T. High rates of extracellular superoxide produc-
tion by lichens in the suborder Peltigerineae correlate
with indices of high metabolic activity // Plant, Cell
Environ. 2003. V. 41. P. 1827.

10. Семихатова О.А., Чулановская М.В. Манометриче-
ские методы изучения дыхания и фотосинтеза рас-
тений. Москва: Наука, 1965. 168 с.

11. Sundberg B., Ekblad A., Näsholm T., Palmqvist K. Li-
chen respiration in relation to active time, temperature,
nitrogen and ergosterol concentrations // Funct. Ecol.
2002. V. 13. P. 119. 
https://doi.org/10.1046/j.1365-2435.1999.00295.x

12. Гришенкова Н.Н., Лукаткин А.С. Определение
устойчивости растительных тканей к абиотиче-
ским стрессам с использованием кондуктометри-
ческого метода // Поволжский экологический
журнал. 2005. № 1. С. 3.

13. Bligh E.C., Dyer W.J. A rapid method of total lipid ex-
traction and purification // Can J. Biochem. Physiol.
1959. V. 37. P. 911.

14. ОФС 1.2.1.0010.15. Потеря в массе при высушива-
нии. Государственная фармакопея Российской
Федерации. XIII изд. Т. 1.

15. Safe S., Safe L.M., Maass W.S.G. Sterols of three lichen
species: Lobaria pulmonaria, Lobaria scrobiculata and Us-
nea longissima // Phytochemistry. 1975. V. 14. P. 1821.

16. Solberg Y. Chemical constituents of the lichens Cetraria
delisei, Lobaria pulmonaria, Stereocaulon tomentosum and
Usnea hirtal // J. Hattori Bot. Lab. 1987. V. 63. P. 357.

17. Горбач Н.В. Лишайники Белоруссии. Определи-
тель. Минск: Наука и техника, 1973. 77 с.

18. Sundberg B., Palmqvist K., Esseen P.-A., Renhorn K.-E.
Growth and vitality of epiphytic lichens. II. Modelling
of carbon gain using field and laboratory data // Oeco-
logia. 1997. V. 13. P. 10.

19. Ahmadjian V. The lichen symbiosis. Chichester: John
Wiley & Sons. New York, 1993. 250 p.

20. Nash T.H. Photosynthesis, respiration, productivity
and growth. Lichen Biology. Cambridge: Cambridge
University Press, 1996. 88 p.

21. Smyth E.S. A Contribution to the physiology and ecol-
ogy of Peltigera canina and P. polydactyla // Ann. Bot.
1934. V. 48. P. 781.

22. Mulgrew A., Williams P. Biomonitoring of air quality us-
ing plants. Air Hygiene Report 10. London: Kings Col-
lege, 2000. 171 p.

23. Garty J., Tomer S., Levin T., Lehr H. Lichens as bio-
monitors around a coal-fired power station in Israel //
Environ. Res. 2003. V. 91. P. 186. 
https://doi.org/10.1016/s0013-9351(02)00057-9

24. Marques A.P., Maria C.F., Hubert T.W., Steinebach O.M.,
Verburg T., De Goeij J.J. Cell-membrane damage and
element leaching in transplanted Parmelia sulcata li-
chen related to ambient SO2, temperature, and precip-
itation // Environ. Sci. Technol. 2005. V. 39. P. 2624. 
https://doi.org/10.1021/es0498888

25. Гималов Ф.Р. Восприятие растениями холодового
сигнала, или как устроен растительный “термо-
метр” // Известия Уфимского научного центра
РАН. 2018. С. 19. 
https://doi.org/10.31040/2222-8349-2018-0-2-19-24

26. Los D.A., Mironov K.S., Allakhverdiev S.I. Regulatory
role of membrane fluidity in gene expression and physio-
logical functions // Photosynth. Res. 2013. V. 116. P. 489.

27. Sangwan V., Orvar B.J., Beyerly J., Hirt H., Dhindsa R.S.
Opposite changes in membrane fluidity mimic cold
and heat stress activation of distinct plant MAP kinase
pathways //The Plant Journal. 2002. V. 31. P. 629.

28. Saidi Y., Peter M., Finka A., Cicekli C., Vigh L., Go-
loubinoff P. Membrane lipid composition affects plant
heaty sebsing and modulates Ca+-dependent heat
shock response // Plant Signaling behav. 2010. V. 5.
P. 1530.

29. Rawat N., Singla-Pareek S.L., Pareek A. Membrane dy-
namics during individual and combined abiotic stresses
in plants and tools to study the same // Physiol. Plant.
2021. V. 171. P. 653. 
https://doi.org/10.1111/ppl.13217

30. Renne M.F., IPM de Kroon A. The role of phospholipid
molecular species in determining the physical properties
of yeast membranes // FEBS Lett. 2018. V. 8. P. 1330.

31. Suzuki I., Los D.A., Kanesaki Y., Mikami K., Murata N.
The pathway for perception and transduction of low-
temperature signals in Synechocystis // EMBO J. 2000.
V. 19. P. 1327.



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

СТЕРИНОВЫЙ СОСТАВ ЛИШАЙНИКА 897

32. Мысякина И.С., Фунтикова Н.С. Роль стеринов в
морфогенетических процессах и диморфизме гри-
бов // Микробиология. 2007. Т. 76. С. 5.

33. Popov A.M. Comparative study of effects of various ste-
rols and triterpenoids on permeability of model lipid
membranes // J. Evol. Biochem. Physiol. 2003. V. 39.
P. 314.

34. Дембицкий В.М., Толстиков Г.А. Природные гало-
генированные органические соединения. Новоси-
бирск: Изд-во СО РАН, Гео, 2003. 366 с.

35. Berridge M.J., Irvine R.F. Inositol trisphosphate, a nov-
el second messenger in cellular signal transduction //
Nature. 1984. V. 312. P. 315.

36. Xue H.-W., Chen X., Me Y. Function and regulation of
phospholipid signaling in plants // Biochem. J. 2009.
V. 421. P. 145.

37. Su K., Bremer D.J., Jeannotte R. Membrane lipid com-
position and heat tolerance in cool-season turfgrasses,
including a hybrid bluegrass // J. Amer. Soc. Hort. Sci.
2009. V. 134. P. 511.

38. Ravchaudhuri S., Im Y.J., Hurley J.H., Prinz W.A. Non-
vesicular sterol movement from plasma membrane to ER
requires oxysterol-binding protein-related proteins and
phosphoinositides // J. Cell Biol. 2006. V. 173. P. 107.

39. Тарчевский И.А. Сигнальные системы клеток рас-
тений. М.: Наука, 2002. 294 с.

40. Fabri J., de Sa N.P., Malavazi I., Del Poeta M. The dy-
namics and role of sphingolipids in eukaryotic organ-
isms upon thermal adaptation // Prog Lipid Res. 2020.
V. 80. P. e101063 
https://doi.org/10.1016/j.plipres.2020.101063



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ, 2023, том 70, № 7, с. 898–905

898

ИЗМЕНЕНИЯ СОДЕРЖАНИЯ КАРОТИНОИДОВ В ПОБЕГАХ МХА 
Hylocomium splendens Hedw. В УСЛОВИЯХ ТЕМПЕРАТУРНОГО СТРЕССА

© 2023 г.   А. Г. Ренковаa, *, В. Р. Хабибрахмановаa, b, О. П. Гурьяновa, Е. И. Галееваa,
А. Б. Мазинаa, Ф. В. Минибаеваa

aКазанский институт биохимии и биофизики – обособленное структурное подразделение Федерального 
исследовательского центра “Казанский научный центр Российской академии наук”, Казань, Россия

bФедеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования
“Казанский национальный исследовательский технологический университет”, Казань, Россия

*e-mail: renkova@kibb.knc.ru
Поступила в редакцию 02.10.2023 г.

После доработки 15.10.2023 г.
Принята к публикации 15.10.2023 г.

Способность растений адаптироваться к неблагоприятным условиям существования является не-
обходимым условием выживания растений, сохранения генотипа и поддержания разнообразия
флоры. Перспективным подходом для решения проблемы повышения устойчивости растений яв-
ляется изучение механизмов стрессовой устойчивости “экстремофилов”, в том числе мхов – выс-
ших несосудистых растений. Относительная простота анатомического строения и способность к
выживанию в неблагоприятных условиях среды делают эти эволюционно-древние растения иде-
альными моделями для изучения механизмов адаптации. Известно, что функциональная актив-
ность фотосинтетического аппарата способна динамично изменяться при действии стрессовых
факторов. В настоящей работе было проведено исследование стресс-индуцированных изменений
содержания каротиноидов в лесном мхе гилокомиум блестящий (Hylocomium splendens Hedw.) в
условиях температурного стресса. Нами были идентифицированы основные каротиноиды мха
H. splendens. Установлено, что относительное содержание лютеина, β-каротина и зеаксантина воз-
растало при действии отрицательной и повышенной температур, тогда как общее содержание каро-
тиноидов при температурном стрессе снижалось. Показано, что 1 ч воздействия неблагоприятных
температур приводил к достоверному снижению нефотохимического тушения флуоресценции хло-
рофилла а, причем более сильные изменения наблюдались при воздействии отрицательной темпе-
ратуры. Анализ уровня транскриптов HsLUT1, одного из ключевых генов биосинтеза лютеина, при
температурном стрессе показал его достоверное увеличение в 4–5 раз. Таким образом, полученные
нами данные позволили выявить, что изменения экспрессии гена биосинтеза каротиноидов сопро-
вождаются изменениями их содержания при температурном стрессе. Полученные данные расширя-
ют наше знание о механизмах устойчивости у мохообразных и будут способствовать пониманию
эволюционных изменений стрессовой устойчивости высших растений.

Ключевые слова: Hylocomium splendens, абиотический стресс, каротиноиды, пигменты, фотосинтез
DOI: 10.31857/S0015330323601000, EDN: BELXXA

ВВЕДЕНИЕ
Каротиноиды – это широко распространен-

ные группы изопреноидных пигментов, образую-
щиеся в результате конденсации восьми изопре-
ноидных единиц. По наличию заместителей их
подразделяют на две группы: простые углеводо-
родные соединения – каротины и их окисленные

производные – ксантофиллы, содержащие окси-,
эпокси- и кетогруппы. Они синтезируются во
всех фотосинтезирующих организмах, а также в
некоторых нефотосинтезирующих бактериях и
грибах. Согласно немногим данным, папоротни-
ки и мхи содержат, в основном, те же самые каро-
тиноиды, что и высшие растения [1].

Биологическая активность каротиноидов
определяется их высокой антиоксидантной ак-
тивностью [2]. Каротиноиды являются активными
поглотителями синглетного кислорода в растениях,
что обуславливает их важную биологическую функ-
цию – защиту клеточных компонентов, таких как

Сокращения: Вио – виолаксантин; ВКЦ – виолаксантино-
вый цикл; ДФПГ – 2,2-дифенил-1-пикрилгидразил; Зеа –
зеаксантин; α-кар – α-каротин; β-кар – β-каротин; Лют –
лютеин; Нео – неоксантин; ССК – светособирающие ком-
плексы; ФСI, ФСII – фотосистема I и II; NPQ – нефото-
химическое тушение флуоресценции хлорофилла.

УДК 581.1,582.32

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 7  2023

ИЗМЕНЕНИЯ СОДЕРЖАНИЯ КАРОТИНОИДОВ 899

хлорофиллы, липиды, белки, ДНК и др., от окис-
лительного повреждения. Каротиноиды синтези-
руются в тесной координации с хлорофиллами, и
их состав консервативен у высших растений [3].
В зеленых тканях растений каротиноиды участву-
ют в механизмах фотозащиты и стабилизации фо-
тосинтетического аппарата [4]. Известно, что
ксантофилловый цикл, или виолаксантиновый
цикл (ВКЦ), выполняет функцию защиты фото-
синтетического аппарата от избытка энергии при
повышенной инсоляции и повреждающего дей-
ствия синглетного кислорода. Цикл включает в
себя ферментативные взаимопревращения между
виолаксантином (Вио) и зеаксантином (Зеа)
(промежуточный продукт – антероксантин) [5, 6].
При этом главную фотопротекторную функцию
выполняет Зеа, на который переносится энергия
возбуждения хлорофилла и далее преобразуется в
тепловую. Этот механизм известен как нефотохи-
мическое тушение флуоресценции хлорофилла
(NPQ) [7]. У каротиноидов выделяют и другие
биологические функции, их накопление во мно-
гих цветках и плодах обеспечивает привлечение
опылителей, способствует рассеиванию семян
птицами. Наконец, каротиноиды служат пред-
шественниками для синтеза растительных гор-
монов – абсцизовой кислоты (AБК) и стриголак-
тонов, а также других апокаротиноидов, которые
участвуют во многих процессах развития и стрес-
совых реакциях [8, 9]. В связи с важностью каро-
тиноидов для физиологии, развития, экологии и
эволюции растений, изучение их метаболизма и
функций представляет значительный интерес.

Путь биосинтеза каротиноидов широко изу-
чен на высших растениях, и почти все вовлечен-
ные гены выделены и охарактеризованы [10, 11].
У высших растений некоторые гены биосинтеза
каротиноидов являются избыточными, что поз-
воляет предположить, что эти гены были дубли-
рованы и функционально разошлись в ходе эво-
люции растений.

В отличие от высших сосудистых растений, в
литературе имеется мало информации о составе
каротиноидов и их роли в стрессовой устойчиво-
сти у мохообразных, которые считаются эволю-
ционно ранними наземными несосудистыми рас-
тениями. Для понимания эволюции биосинтеза
каротиноидов в растениях изучение данного про-
цесса у мохообразных является весьма актуаль-
ной задачей. Анализ литературы выявил наличие
лишь единичных работ по исследованию состава
каротиноидов и идентификации генов их био-
синтеза у мохообразных, в частности, Physcomitri-
um patens и Marchantia polymorpha [12, 13]. Как и
высшие сосудистые растения, побеги мхов содер-
жат в качестве основных каротиноидов лютеин
(Лют) и β-каротин (β-кар) [12]. Ранее нами был
проведен анализ антиоксидантной активности ор-
ганических экстрактов нескольких видов мхов –

Dicranum scoparium, Pleurozium schreberi, Hylocomi-
um splendens, Sphagnum magellanicum. Было пока-
зано, что среди экстрактивных веществ именно
каротиноиды обладают наибольшей антиради-
кальной активностью в отношении 2,2-дифенил-
1-пикрилгидразила (ДФПГ). При этом самое вы-
сокое количество каротиноидов содержалось в
экстракте мха H. splendens (неопубликованные
данные). Несмотря на широкую распространен-
ность H. splendens в лесах Северного полушария и
горных местностях, информация о стрессовой
устойчивости данного бриофита отсутствует.
В частности, остаются практически неизученны-
ми изменения каротиноидного состава этого мха
в стрессовых условиях. На основании вышеска-
занного, исследование изменения профиля каро-
тиноидов и генов их биосинтеза малоизученного
лесного мха H. splendens в условиях температурно-
го стресса является актуальным и может дать не-
достающую информацию о роли каротиноидов в
стрессовых ответах у мохообразных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. В качестве объекта ис-

следования был использован мох Hylocomium
splendens Hedw., собранный в лесах Айшинского
лесничества Республики Татарстан (55°53 21.3 с.ш
48°38 14.3 в.д) в мае 2022 г. После предваритель-
ной очистки сухие побеги мха хранились в кон-
тролируемых прохладных условиях в темноте.
Основываясь на полученных ранее результатах по
оценке фотосинтетической активности разных
ярусов мха H. splendens на воздействие неблаго-
приятных температур [14], для анализа нами была
использована верхняя часть побега (первые два
яруса), в которой метаболические процессы идут
интенсивнее, в т. ч. ответные реакции на стрессо-
вые воздействия.

Стрессовая обработка. Побеги мха H. splendens
гидратировали дистиллированной водой в тече-
ние 24 ч при температуре 10°C в условиях темно-
ты. Далее гидратированные образцы мха инкуби-
ровали в течение 1 ч в климатической камере с
контролируемой отрицательной (–20°С) и повы-
шенной (30°С) температурами. Для оценки стрес-
сового ответа мха материал отбирали сразу же по-
сле воздействия неблагоприятных температур, а
также через 1, 3, 5, 24 ч выдерживания мха при
комнатной температуре после стрессового воз-
действия. Оводненность образцов мха определя-
ли в каждой временной точке высушиванием до
постоянного веса на анализаторе влажности АВГ-60
(“Госметр”, Россия).

Анализ профиля каротиноидов. Исследование
состава и содержания каротиноидов проводили с
помощью высокоэффективной жидкостной хро-
матографии (ВЭЖХ) на хроматографе LicArt 62
(“Лабконцепт”, Россия). Пробоподготовку и раз-
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деление пигментов осуществляли согласно [15] c
небольшими модификациями. Образец мха рас-
тирали в жидком азоте, из полученного порошка
отбирали навеску массой 0.1 г и переносили в эп-
пендорф, добавляли 0.5 мл ацетона. Для интенси-
фикации извлечения каротиноидов смесь в эппен-
дорфе подвергали обработке 5 мин ультразвуком
(ванна ультразвуковая “Сапфир”, Россия), далее
центрифугировали 5 мин при 10000 об/мин. Ста-
дии экстрагирования повторяли до максимально
полного извлечения пигментов из навески мха
(5–6 стадий). Полученные экстракты объединяли
и высушивали на роторном испарителе RV 8
(“IKA”, Германия). Для ВЭЖХ использовали:
элюент А – ацетонитрил : метанол : вода (75 : 12 : 4),
элюент В – метанол : этилацетат (68 : 32). Высу-
шенные экстракты пигментов растворяли в
400 мкл элюента А, центрифугировали 5 мин
при 10 000 об/мин, 20 мкл супернатанта отбирали
и хроматографировали на колонке с обращен-
ной фазой Inertsil ODS-3, 3 мкм, 4.6 × 100 мм
(“GL Sciences”, Япония). Соединения хромато-
графировали при градиентном режиме со следую-
щей последовательностью элюентов: 0 мин А –
100%; 0–15 мин А – 0% и В – 100%; 15–40 мин В –
100%. Скорость потока элюента 0.5 мл/мин.
Температура хроматографирования составляла
25°С. Каротиноиды детектировали с помощью
диодно-матричного детектора DAD-62 (“Лабкон-
цепт”, Россия) при 440 нм. Управление работой
хроматографа, прием и обработку полученных
данных проводили с помощью специализирован-
ной компьютерной программы “LicArt WSV”.

Идентификацию каротиноидов в экстрактах
мха осуществляли по электронным спектрам в
области 300–700 нм [16, 17] и путем сопоставле-
ния с временами выхода стандартов каротинои-
дов – β-каротина и лютеина (“Sigma-Aldrich”,
США, степень чистоты не менее 95%), хромато-
графируемых при аналогичных условиях.

Анализ относительного уровня экспрессии генов.
Анализ экспрессии гена каротин ε-монооксиге-
назы (HsLUT1) осуществляли с помощью ПЦР в
реальном времени (ПЦР-РВ). Тотальную РНК
H. splendens выделяли с помощью набора RNeasy
Plant Mini Kit (“Qiagen”, Германия), согласно ин-
струкции производителя. Концентрацию и чи-
стоту РНК оценивали на спектрофотометре Nan-
oDrop® ND-1000 (“Thermo Scientific”, США), це-
лостность проверяли с помощью электрофореза в
1% агарозном геле. Реакцию обратной тран-
скрипции (ОТ-ПЦР) проводили на термоциклере
С1000 Touch™ (“Bio-Rad”, США) с набором
MMLV RT (“Евроген”, Россия) в реакционном
объеме 25 мкл по стандартному протоколу произ-
водителя. ПЦР-РВ проводили с использованием
системы CFX Connect Real-Time PCR (“Bio-Rad”,
США). Оценку уровня экспрессии гена HsLUT1
осуществляли относительно референсных генов:

18S рРНК (18S), глицеральдегид-3-фосфатдегид-
рогеназа (GAPDH2), α-тубулина 1 (TUB1), α-тубу-
лина 2 (TUB2) [18].

Анализ фотосинтетических параметров. Моду-
лированную флуоресценцию хлорофилла a изме-
ряли на базе системы PAM (от англ. Pulsе Amplitude
Modulation) при помощи флуориметра FMS1+
(“Hansatech Instruments”, Великобритания) со
стандартной листовой клипсой с использованием
красного светодиода. После периода темновой
адаптации продолжительностью не менее 10 мин
производили вспышку насыщающего света в
85 ед. продолжительностью 0.7 с (максимальная
интенсивность до 13000 мкмоль фотонов/м2 с) и
измеряли максимальную флуоресценцию (FM).
После снижения уровня флуоресценции до ис-
ходного темнового значения (F0) включали не-
прерывный действующий свет с плотностью потока
105 мкмоль фотонов/м2 с, и через 40 с включали
второй насыщающий импульс для определения
максимального выхода флуоресценции ( ) в
адаптированном к свету состоянии. По получен-
ным значениям рассчитывали NPQ по формуле:

Статистическая обработка данных. Опыты про-
водили в 3–6 биологических повторностях и 3–14
аналитических повторностях. Полученные дан-
ные представлены в виде средних арифметиче-
ских значений со стандартными ошибками (SE).
Все экспериментальные данные имеют нормаль-
ное распределение признака. Для сравнения их
средних арифметических значений использовали
однофакторный дисперсионный анализ ANOVA
с оценкой попарных различий с помощью крите-
риев Тьюки, Бонферрони. Различия в экспрессии
генов оценивали по нормализованной экспрес-
сии (∆∆Cq) в Bio-Rad CFX Maestro, достовер-
ность анализировали с использованием ANOVA и
по тесту на нормальность по Шапиро–Уилку.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Состав и динамика изменений содержания 

каротиноидов в побегах мха в условиях 
температурного стресса

В настоящей работе проведено исчерпываю-
щее экстрагирование и анализ состава и содержа-
ния каротиноидов из побегов мха H. splendens.
Установлено, что в составе каротиноидов преоб-
ладают ксантофиллы (80–85%), среди которых
основную долю занимает Лют (в среднем 46–
50%) (табл. 1). Стоит отметить, что из ксантофил-
лов, входящих в ВКЦ, преобладает Вио, содержа-
ние которого почти в 4 раза выше содержания
Зеа. Антероксантин, являющийся промежуточ-
ным продуктом взаимопревращений Вио и Зеа в

M
'F

( )= M M M
' 'NPQ – .F F F
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ВКЦ, не детектировался с помощью ВЭЖХ, что,
вероятно, свидетельствует об очень низком со-
держании этого ксантофилла в общем пуле каро-
тиноидов мха H. splendens. Среди каротинов наи-
большую долю занимает β-кар (15–18%). Три ка-
ротиноида, обнаруженных в экстракте мха,
идентифицировать не удалось. При этом два из
них (н.и. 2 и н.и. 3) по времени выхода и максиму-
мам поглощения на электронных спектрах [16, 17]
могут быть отнесены к α-криптоксантину и β-крип-
токсантину, соответственно. Содержание этих
каротинов в побегах мха сопоставимо (табл. 1).

При воздействии неблагоприятных темпера-
тур состав каротиноидов мха H. splendens сохраня-
лся, однако их суммарное количество снижалось
в среднем на 25–40% (табл. 1). Среди каротинои-
дов достоверно снижалась доля Вио, в среднем в 4
и 2 раза при воздействии отрицательной (–20°С) и
повышенной (30°С) температуры, соответственно.

В условиях температурного стресса увеличивалось
содержание Зеа и β-кар примерно на 2% и 3%, со-
ответственно. Содержание Лют достоверно уве-
личивалось только при воздействии повышенной
(30°С) температуры.

Установлено, что через 1 ч после выдержива-
ния при комнатной температуре в побегах мха, под-
вергнутых воздействию отрицательной (–20°С) тем-
пературы, наблюдается падение доли β-кар в
1.3 раза, но увеличивается в 1.8 раза содержание
Вио. В последующий постстрессовый период в
течение 24 ч общее содержание каротиноидов в
побегах мха H. splendens падало почти в 2 раза по
сравнению с контролем (табл. 1). При этом уже
через 3 ч восстановления побегов мха после тем-
пературного стресса содержание β-кар возраста-
ло примерно на 6.5% по сравнению с побегами,
подвергнутыми холодовой обработке, и на 4% по
сравнению с контролем. Содержание Лют в побе-

Таблица 1. Состав и динамика изменения относительного содержания каротиноидов в побегах мха H. splendens
в условиях температурного стресса.

Примечание. Нео – неоксантин; Вио – виолаксантин; Лют – лютеин; Зеа – зеаксантин; α-кар – α-каротин; β-кар – β-каро-
тин; н. и. – не идентифицированный каротиноид. В таблице представлены средние арифметические значения и стандартные
ошибки (SE) при n = 3. Достоверность различий определяли с помощью однофакторного дисперсионного анализа ANOVA
при Р < 0.05 (*); Р < 0.01 (**); Р < 0.001 (***).

Каротиноиды

Относительное содержание, % (расчет по площади пиков)

контроль стрессовое 
воздействие

постстрессовый период после стрессового воздействия

1 ч 3 ч 5 ч 24 ч

–20°С

н.и. 1 3.17 ± 0.01 2.46 ± 0.04*** 3.55 ± 0.16 1.69 ± 0.10*** 1.99 ± 0.22** 1.74 ± 0.04***
Нео 5.33 ± 0.01 6.30 ± 0.11*** 5.38 ± 0.23 4.74 ± 0.08** 4.67 ± 0.09** 5.14 ± 0.12
Вио 12.4 ± 0.01 3.34 ± 0.06*** 5.94 ± 0.16*** 5.08 ± 0.37*** 4.81 ± 0.11*** 2.97 ± 0.20***
Лют 50.5 ± 0.02 52.5 ± 0.78 53.6 ± 0.07*** 51.8 ± 0.13*** 51.9 ± 0.45* 54.5 ± 0.08***
Зеа 2.78 ± 0.08 5.25 ± 0.09*** 5.51 ± 0.13*** 4.76 ± 0.11*** 4.91 ± 0.1*** 5.16 ± 0.39**
н.и. 2 2.85 ± 0.04 4.09 ± 0.03*** 4.53 ± 0.01*** 4.15 ± 0.01*** 4.14 ± 0.02*** 4.33 ± 0.17***
н.и. 3 3.25 ± 0.02 3.94 ± 0.07*** 4.03 ± 0.02*** 4.16 ± 0.00*** 4.08 ± 0.01*** 4.20 ± 0.02***
α-кар 1.16 ± 0.01 1.27 ± 0.02** 1.58 ± 0.02*** 1.10 ± 0.04 1.00 ± 0.03** 0.94 ± 0.01***
β-кар 18.3 ± 0.02 20.6 ± 0.37** 15.9 ± 0.40** 22.5 ± 0.46*** 22.9 ± 0.06*** 20.9 ± 0.20***
Общее содержание 100 76.0 ± 0.1*** 78.9 ± 0.7*** 51.2 ± 0.5*** 42.2 ± 2.5*** 44.9 ± 1.1***

30°С

н.и. 1 6.96 ± 0.02 3.73 ± 0.07*** 4.48 ± 0.11*** 3.47 ± 0.31*** 3.21 ± 0.08*** 4.86 ± 0.07***
Нео 6.03 ± 0.36 5.22 ± 0.18 5.23 ± 0.01 5.16 ± 0.34 5.04 ± 0.04* 5.08 ± 0.09*
Вио 11.7 ± 0.09 6.16 ± 0.25*** 6.34 ± 0.51*** 5.67 ± 0.78*** 5.40 ± 0.10*** 4.45 ± 0.66***
Лют 46.4 ± 0.10 52.2 ± 0.85** 50.9 ± 1.21* 50.5 ± 0.82** 51.1 ± 0.43*** 51.3 ± 0.98**
Зеа 3.93 ± 0.36 5.94 ± 0.27 5.38 ± 0.03 5.61 ± 0.07 5.63 ± 0.20 7.24 ± 0.05*
н.и. 2 3.72 ± 0.09 4.27 ± 0.04** 4.27 ± 0.06** 4.25 ± 0.01** 4.24 ± 0.05** 4.33 ± 0.01**
н.и. 3 3.27 ± 0.02 3.60 ± 0.03*** 3.58 ± 0.05** 3.70 ± 0.08** 3.89 ± 0.01*** 3.32 ± 0.18
α-кар 1.38 ± 0.04 1.11 ± 0.04** 1.30 ± 0.01 1.29 ± 0.04 1.23 ± 0.09 1.30 ± 0.10
β-кар 14.6 ± 0.57 17.8 ± 0.35** 18.5 ± 0.92* 20.3 ± 0.04*** 20.2 ± 0.05*** 17.9 ± 0.27**
Общее содержание 100 58.3 ± 1.1*** 59.2 ± 1.2*** 32.5 ± 1.2*** 46.2 ± 0.1*** 36.8 ± 1.7***
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гах мха достоверно увеличивалось только к 24 ч в
последующий постстрессовый период после воз-
действия отрицательной температуры: на 2% по
сравнению с побегами, подвергнутыми холодо-
вой обработке, и на 4% по сравнению с контро-
лем. Содержание Вио в побегах мха постепенно
снижалось, и через 24 ч после стрессового воздей-
ствия его количество падало до уровня, обнару-

живаемого в побегах сразу же после стрессовой
обработки (табл. 1).

Обработка побегов мха H. splendens повышен-
ной температурой, так же, как и при воздействии
отрицательной температуры, приводила к замет-
ному снижению содержания каротиноидов, их
количество уменьшалось почти в 3 раза по срав-
нению с контролем (табл. 1). При этом заметных
изменений в содержании основных каротинои-
дов – Лют и β-кар не наблюдалось. Достоверно
увеличивалось содержание Зеа, через 24 ч в по-
следующий постстрессовый период его количе-
ство было выше на 1.3% по сравнению с побега-
ми, подвергнутыми обработке, и на 3.3% по срав-
нению с контролем. Снижение содержание Вио,
обусловленное температурным стрессом, наблю-
далось и в постстрессовый период. Через 24 ч вы-
держивания мха при оптимальной температуре
его количество было на 1.7% меньше, по сравне-
нию с его уровнем в побегах мха сразу же после
воздействия повышенной температуры (табл. 1).

Экспрессия гена биосинтеза лютеина HsLUT1 
в побегах мха H. splendens в условиях 

температурного стресса
Ранее нами были клонированы и секвенирова-

ны десять генов биосинтеза каротиноидов мха
H. splendens [18]. В настоящей работе мы проана-
лизировали изменение относительного уровня
транскриптов основного гена биосинтеза лютеи-
на HsLUT1 при действии низкой отрицательной
(–20°С) и положительной (30°С) температур
(рис. 1). Так, достоверное 5-кратное увеличение
относительного уровня транскриптов HsLUT1 на-
блюдалось при действии –20°С в течение 1 ч. При
действии 30°С также происходило достоверное
повышение относительного уровня транскрип-
тов HsLUT1, но в меньшей степени, в 4 раза.

Изменения фотосинтетических параметров
в побегах мха H. splendens в условиях 

температурного стресса
Было показано, что 1 ч воздействие неблаго-

приятных температур приводило к достоверному
снижению NPQ, причем более сильные измене-
ния наблюдались при воздействии отрицатель-
ной температуры (рис. 2). Разнонаправленные
изменения NPQ наблюдались в постстрессовый
период. Так, через 1 ч выдерживания мха при оп-
тимальной температуре после воздействия отри-
цательной температуры уровень NPQ повышался
в 8 раз, восстанавливаясь до контрольного уров-
ня, а при воздействии повышенной температуры
он практически не изменялся. В последующем
через 24 ч постстрессового периода после воздей-
ствия обеих неблагоприятных температур значе-
ния NPQ существенно не изменялись (рис. 2).

Рис. 1. Уровень транскриптов гена HsLUT1 в H. splen-
dens при действии низкой отрицательной и положи-
тельной температур. Уровень транскриптов кон-
трольных вариантов принят за единицу. Три звездоч-
ки представляют значительную разницу при Р ≤ 0.001.
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Рис. 2. Нефотохимическое тушение (NPQ) в побегах
мха H. splendens при действии неблагоприятных тем-
ператур: –20°С (сплошная линия) и 30°С (штриховая
линия). 1 – контроль; 2 – стрессовое воздействие; 3 –
1 ч постстрессового периода после стрессового воз-
действия; 4 – 24 ч постстрессового периода после
стрессового воздействия. На рисунке представлены
средние арифметические значения и стандартные
ошибки (SE) при n = 14. Достоверность различий
определяли с помощью однофакторного дисперсион-
ного анализа (ANOVA) при Р < 0.05 (*); Р < 0.001 (***).
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ОБСУЖДЕНИЕ
В течение своего жизненного цикла растения

испытывают воздействие различных видов стрес-
совых воздействий, таких как засуха, засоление и
высокая температура. Знание о механизмах чув-
ствительности и/или устойчивости видов расте-
ний к изменяющимся условиям внешней среды
является необходимым условием для обеспече-
ния выживания растений, сохранения их геноти-
па и поддержания разнообразия флоры. Растения
выработали различные механизмы устойчивости
к стрессу, включая регуляцию фотосинтеза; де-
токсикацию активных форм кислорода (АФК) за
счет усиления активации антиоксидантных фер-
ментов и накопления низкомолекулярных анти-
оксидантов; а также накопления вторичных мета-
болитов, в частности, каротиноидов [19]. Соглас-
но современным представлениям, основными
биологическими функциями каротиноидов явля-
ются светособирающая, антиоксидантная, фото-
протекторная и структурная функции [19, 20].
Многочисленными исследованиями доказано,
что уровень каротиноидов в растениях может
быть связан со стрессовой устойчивостью. На-
пример, устойчивость к солевому стрессу у бобов
тесно коррелирует с устойчивым уровнем кароти-
ноидов, а сахарный тростник повышает свою со-
леустойчивость за счет снижения содержания
хлорофилла и стабильного уровня каротиноидов
[19]. При произрастании живучки ползучей в от-
крытых местообитаниях, и соответственно, в усло-
виях высокой инсоляции, адаптивными реакция-
ми в растениях являлись уменьшение содержания
хлорофиллов в листьях и светособирающих ком-
плексов (ССК) фотосистем, активирование кон-
версии пигментов в ВКЦ с накоплением Зеа (де-
эпоксидации подвергалось до 80% пула Вио) [6].
В работе Arroniz-Crespo с соавт. идентифициро-
ван состав каротиноидов мха H. splendens и пока-
заны изменения в их содержании при воздействии
УФ-Б облучения [21].К сожалению, в литературе
имеется крайне ограниченная информация об из-
менениях пула каротиноидов в растениях при
действии неблагоприятных температур. В связи с
этим основной целью настоящей работы была
оценка изменений профиля каротиноидов в по-
бегах мха H. splendens при воздействии неблаго-
приятных температур. Состав каротиноидов мха
H. splendens соответствует имеющимся литератур-
ным данным [21], за исключением Ант, не детекти-
руемым в экстрактах мха. Можно полагать, что со-
держание этого ксантофилла во мхе очень мало.
Основными каротиноидами являются Лют и β-кар.
Дополнительно в составе каротиноидов мха по-
казано наличие α-кар, на долю которого прихо-
дится в среднем 1%. Три каротиноида, обнаружен-
ные в экстракте мха, точно идентифицировать не
удалось, однако, основываясь на литературных
данных [16, 17], каротиноиды (н.и. 2 и н.и. 3) могут

быть отнесены к α-криптоксантину и β-крипток-
сантину, соответственно.Показано, что воздей-
ствие обеих неблагоприятных температур вызы-
вает существенное снижение общего содержания
каротиноидов. При этом анализ индивидуальных
каротиноидов позволил установить, что именно
содержание Вио резко падает при стрессовой об-
работке, и даже через 24 ч выдерживания мха при
оптимальной температуре после воздействия его
уровень не восстанавливается до контрольного
уровня, а, напротив, становится еще меньше
(табл. 1). Общим изменением в профиле кароти-
ноидов мха H. splendens при воздействии обеих
неблагоприятных температур является увеличе-
ние содержания Лют, Зеа и β-кар, наблюдаемое
непосредственно после стрессовой обработки и в
постстрессовом периоде (через 24 ч). На рис. 3
представлена схема пути биосинтеза каротинои-
дов у растений. Типичные каротиноиды (тетра-
терпены) синтезируются из первого каротиноид-
ного фитоена, который образуется в результате
конденсации двух молекул геранилгеранилди-
фосфата. Как видно из схемы биосинтеза кароти-
ноидов, Лют образуется из α-кар. Содержание
этого ксантофилла наибольшее в фотосинтети-
ческом аппарате высших растений. Он выполня-
ет такие важные функции, как стабилизация
структуры антенных белков, светособирающая и
фотопротекторная функции [6, 7]. Увеличение
содержания Лют в побегах мха при действии не-
благоприятных температур (табл. 1) коррелирует
с данными [23], где показано, что при низких по-
ложительных температурах в связи с ростом веро-
ятности образования АФК в ССК фотосинтети-
ческого аппарата наблюдается накопление Лют,
выполняющего в этом случае функцию антиок-
сиданта. В связи с тем, что Лют является преобла-
дающим каротиноидом мха H. splendens, пред-
ставлялось целесообразным проанализировать из-
менения экспрессии гена его биосинтеза в ответ на
действие неблагоприятных температур. Основным
ферментом биосинтеза лютеина является каротин
ε-монооксигеназа – CYP97C1 или LUT1 [24]. Это
фермент, катализирующий стереоспецифиче-
скую реакцию, является представителем семей-
ства 97 цитохрома Р450 – наиболее древних рас-
тительных Р450. Ранее сообщалось, что в старею-
щих листьях A. thaliana экспрессия AtCYP97C1
значительно снижалась, что сопровождалось
снижением содержания каротиноидов α-кароти-
новой ветви пути биосинтеза [25]. В наших экспе-
риментах показано, что экспрессия HsLUT1 при
действии отрицательной и положительной тем-
ператур увеличивается в 5 и 4 раза, соответственно
(рис. 1), что согласуется с данными по стресс-ин-
дуцированному увеличению содержания каро-
тиноидов α-каротиновой ветви пути биосинтеза
(α-кар и Лют) (табл. 1). Таким образом, можно
полагать, что HsLUT1 вовлечен в реакции мха
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H. splendens на температурный стресс. При гид-
роксилировании β-кар образуется Зеа, ключевой
участник ВКЦ. Поскольку в общей сумме каро-
тиноидов мха увеличивается содержание β-кар и
Зеа, можно предположить, что в условиях темпе-
ратурного стресса активируется биосинтез непо-
средственно β-кар, тогда как прирост Зеа, по-ви-
димому, обусловлен степенью деэпоксидации
Вио. Действительно, его содержание резко пада-
ет, как при действии отрицательной, так и повы-
шенной температур (табл.1). Повышение уровня
β-кар в побегах мха, обладающего высокими ан-

тиоксидантными свойствами, может обеспечи-
вать защиту мембран, ДНК и других клеточных
структур от окислительного повреждения, вы-
званного воздействием неблагоприятных темпе-
ратур. Кроме того, β-кар, входящий в структуру
реакционных центров фотосистемы I и II (ФСI и
ФСII), может способствовать сохранению этих
комплексов [20]. Не менее важным является по-
вышение уровня Зеа в побегах мха (табл. 1). Из-
вестно, что он играет роль антиоксиданта и ста-
билизатора структуры мембран, участвуя в деток-
сикации АФК и подавляя перекисное окисление
липидов [7]. Надо отметить, что Зеа играет клю-
чевую роль в защите ФСII от фотоингибирования
вследствие увеличения теплового рассеивания
той части энергии, которая не используется для
фотосинтетического электронного транспорта.
Обычно увеличение пула Зеа при стрессовых воз-
действиях находится в прямой зависимости с по-
казателем NPQ [7]. В наших экспериментах, не-
смотря на увеличение содержания Зеа, показа-
тель NPQ существенно падает, причем более
выраженно при воздействии отрицательной тем-
пературы. Далее, в постстрессовый период после
воздействия отрицательной температуры, он вос-
станавливается до контрольного уровня, а после
воздействии повышенной температуры уровень
NPQ не изменяется (рис. 2). Объяснить наблюда-
емый эффект сложно, можно только предполо-
жить, что повышение уровня каротиноидов в
условиях температурного стресса, главным обра-
зом, обусловлено необходимостью “тушить” син-
глетный кислород. Известно, что Зеа играет важ-
ную роль в стрессовой устойчивости растений к
холоду. Например, в работе Tang с соавт. было по-
казано, что предварительная обработка Зеа повы-
шает устойчивость проростков перца к холоду,
снижает повреждение листьев от охлаждения,
увеличивает биомассу растений и содержание
фотосинтетических пигментов в условиях холо-
дового стресса. Было также установлено, что эк-
зогенный Зеа повышает устойчивость к холоду,
индуцируя накопление эндогенного Зеа [26].Та-
ким образом, было выявлено, что изменения экс-
прессии гена HsLUT1 при температурном стрессе
сопровождаются изменениями содержания каро-
тиноидов. Полученные приоритетные данные
расширяют наше знание о механизмах устойчи-
вости у мохообразных и будут способствовать по-
ниманию эволюционных изменений стрессовой
устойчивости высших растений. Авторы А.Г. Рен-
кова и В. Р. Хабибрахманова внесли одинаковый
вклад в данную работу.Работа выполнена при фи-
нансовой поддержке гранта Российского научно-
го фонда (№ 22-24-00595).Настоящая статья не
содержит каких-либо исследований с участием
людей и животных в качестве объектов. Авторы
заявляют об отсутствии конфликта интересов.

Рис. 3. Схема пути биосинтеза каротиноидов у расте-
ний. Прямоугольником показаны метаболиты, кото-
рые количественно были определены в данном ис-
следовании. Показан фермент LUT1 – каротин ε-мо-
нооксигеназа, анализ гена которого проводился в
данном исследовании.
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Работа посвящена изучению эколого-физиологических свойств, продукционных и биохимических
характеристик диатомовой водоросли Nitzschia amabilis. Определен оптимум по солености
(35‒36‰), освещенности (2.95 клк) и фотопериоду (14 ч), при котором достигается наибольшая
удельная скорость роста клеток. Установлен коэффициент светового насыщения (Ik), который ока-
зался меньше единицы, что говорит о высокой энергоэффективности фотосинтеза. Результаты экс-
периментов по солености показали способность водоросли расти в диапазоне 4–68‰, свидетель-
ствуя о ее относительно широкой эвригалинности. Изучен биохимический состав N. amabilis при
накопительном культивировании. В целом у исследуемого штамма преобладали полиненасыщен-
ные жирные кислоты, доминирующими были эйкозопентаеновая, арахидоновая и докозагексаено-
вая. Основная доля насыщенных жирных кислот приходилась на пальмитиновую кислоту. Установ-
лены показатели продуктивности N. аmabilis в отношении липидов, фукоксантина и ПНЖК, кото-
рые в 2.5–3 раза выше в проточном режиме культивирования, чем в накопительном.

Ключевые слова: Nitzschia amabilis, биохимический состав, диатомовые водоросли, культивирова-
ние, освещенность, соленость
DOI: 10.31857/S0015330323600572, EDN: CVGKQV

ВВЕДЕНИЕ

Диатомовые водоросли (Bacillariophyta) явля-
ются одними из самых многочисленных и разно-
образных фотоавтотрофов на планете [1]. Спо-
собность адаптироваться к различным экологи-
ческим средам обитания и производить биомассу
богатую разнообразными соединениями, кото-
рую возможно применять в медицине, пищевой и
косметической промышленности, в сельском хо-
зяйстве, при производстве биотоплива и т.д., делает
их биотехнологически привлекательным ресурсом.
Известно, что некоторые виды диатомовых способ-
ны накапливать до 50% полиненасыщенных жир-
ных кислот (ПНЖК) от общего количества жир-
ных кислот в сухой биомассе, среди них длинно-
цепочечные ПНЖК омега-3 и омега-6 [2, 3].

Как известно удельная скорость роста биомас-
сы микроводорослей является важным фактором

для потенциального их использования в биотех-
нологических производствах, активно развиваю-
щихся в последние десятилетия. Поэтому перво-
степенной и важной задачей является поиск и
введение в культуру высокопродуктивных видов
микроводорослей, определение оптимальных
условий и технологий культивирования при ми-
нимальных экономических затратах, включая
энергетические [4].

Среди множества диатомовых водорослей, ко-
торые синтезируют биологически активные ве-
щества, особый интерес представляют бентосные
виды, отличительной особенностью которых яв-
ляется способность интенсивно расти при пони-
женной освещенности и температуре, а также
оседать на дно, что позволяет достаточно просто
осуществлять сбор урожая и в значительной мере
упрощает процесс производства биомассы мик-
роводорослей в промышленных масштабах. Оче-
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видна целесообразность поиска новых “видов-
продуцентов” с широким диапазоном толерант-
ности к меняющимся абиотическим факторам
именно среди бентосных микроводорослей Bacil-
lariophyta.

В ходе наблюдений за выделенными и введен-
ными в культуры видами бентосных диатомовых
водорослей нами был выявлен быстро нарастаю-
щий вид из рода Nitzschia Hassall, определенный
нами как Nitzschia amabilis H. Suzuki. Ознакомле-
ние с тематической литературой [5–11] указало на
малую изученность эколого-физиологических
свойств этой водоросли, знание которых является
критически важным для выбора объектов культи-
вирования.

Цель данной работы заключалась в изучении
некоторых эколого-физиологических свойств,
продукционных и биохимических характеристик
диатомовой водоросли Nitzschia amabilis перспек-
тивной для практического (economic) культиви-
рования ввиду ее высоких темпов деления и на-
копления ценных метаболитов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Nitzschia amabilis (рис. 1) довольно широко рас-
пространенная бентосная пеннатная диатомо-
вая водоросль [11]. Из проб, отобранных в Ат-
лантическом океане у побережья острова Гран
Канария (Gran Canaria, архипелаг Канарских
островов), в лабораторных условиях микропипе-
точным способом [12] с использованием инвер-
тированных оптических микроскопов Nib-100 и
Bif-100 (“Biobase”, Китай), выделен и введен в
культуру штамм 20.0515-SK. Культуру содержали
в конических колбах Эрленмейера объемом 100 мл
в комнате с постоянным температурным режи-
мом 20 ± 1°С при естественном освещении. В ка-
честве среды использовали искусственную мор-
скую воду соленостью 36‰, приготовленной по
рецепту ESAW c модификациями [13]. Для под-
держания культуры в фазе экспоненциального
роста осуществляли пересев в свежую среду с не-
дельной периодичностью.

Для определения оптимума солености, при ко-
тором достигается наиболее интенсивный темп
деления, посевы осуществляли в чашки Петри
диаметром 5 см в среду с разной соленостью (0, 4,
10, 18, 30, 36, 48, 68, 96, 110‰). Приняв во внима-
ние оптимум солености, для установления опти-
мальных условий освещения мы поместили чаш-
ки Петри в условия освещенности 4.75, 2.95, 2.00,
1.50, 1.05, 0.66 клк при заданных фотопериодах
(10- и 14-часовом, совпадавшем по продолжи-
тельности с естественным фотопериодом в это
время года (апрель), а также непрерывном в тече-
ние сут). Эксперименты по изучению влияния
солености и интенсивности света на удельную

скорость роста N. amabilis проводили в фазе экс-
поненциального роста.

Для описания кривых роста в зависимости от
интенсивности освещения использовали уравне-
ние, позволяющие описывать параболические за-
висимости [14]:

(1)

где μm − максимальная удельная скорость роста,
μ ‒ удельная скорость роста при определенной
интенсивности света, λ – коэффициент крутизны
кривой, вычисляемой из отношения:

(2)

( )( )μ = μ − λm 1 exp ,I

λ =  − μ μ m(n 1 )l ,I

Рис. 1. Nitzschia amabilis H. Suzuki, клетки клона
20.0515-SK (а) – общий вид клеток, (б, в) – фрагмен-
ты створок, с фибулами, пороидами и штрихами;
(а) – световая микроскопия, (б, в) – сканирующая
электронная микроскопия. Масштаб – 5 мкм.

(б)

(а)

(в)
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где ∑I – сумма интенсивностей света (клк), при
которой проводились измерения удельной скоро-
сти роста.

Для определения области светового насыще-
ния (Ik), два прямолинейных участка кривой ин-
терполировали до пересечения. Точка пересече-
ния, отнесенная к оси абсцисс, принималась за
константу светового насыщения.

Измерения длины клеток производили на
микроскопе Biolar PI (“PZO”, Польша) с помо-
щью окулярной линейки, калиброванной по объ-
ект-микрометру. Фотографии сделаны при помо-
щи микроскопа Bioptic C300 (“Bioptic”, Китай),
оснащенного камерой Moticam (“Motic”, Китай).
Электронные фотографии панцирей получены на
сканирующем электронном микроскопе (СЭМ)
Hitachi SU3500 (“Hitachi”, Япония). Для СЭМ
проводили пробоподготовку материала, для чего
суспензию клеток объемом 5–8 мл помещали в
пробирку затем заливали дистиллированной во-
дой, через 3 дня центрифугировали и заменяли
половину дистиллята 35% перекисью водорода.
Кипятили на песчаной бане два дня по 4 ч в день.
После полного обесцвечивания пробы осадок
промывали дистиллированной водой не менее 5
раз. Фотографии использованы для биометриче-
ских измерений и для определения видовой при-
надлежности штамма.

Удельную скорость роста (r, сут–1) рассчитыва-
ли, исходя из уравнения экспоненциального ро-
ста численности клеток в культуре:

(3)

где Nt и N0 ― число клеток в момент времени t и в
начальный момент времени t0 соответственно,
откуда

(4)

После преобразования уравнения (3) к линей-
ному виду значение коэффициента r линейной
регрессии рассчитывали методом наименьших
квадратов по четырем-пяти точкам, соответству-
ющим дням подсчета численности клеток, кото-
рую определяли как среднее значение для 15 по-
лей зрения микроскопа в первой и во второй серии
экспериментов. Для перехода от удельной скоро-
сти роста к темпу деления (k, удвоений сут–1), по-
лученные значения r делили на ln (2) в соответ-
ствии с уравнением [12]:

Время удвоения численности (T2), выраженное
в тех же единицах, что и для удельной скорости ро-
ста можно рассчитать, используя уравнение:

=t 0 0exp( ( )),–N N r t t

( ) ( )= 0 0ln – ln – .tr N N t t

= 0.6931.k r

=2 0.6931 .T r

Интенсивное культивирование
Интенсивную культуру N. amabilis получали

при постоянной температуре суспензии 20 ± 1°С в
режиме накопительного культивирования в фото-
биореакторах плоскопараллельного типа с рабо-
чим объемом 3 л, слоем 5 см, при круглосуточном
освещении белыми люминесцентными лампами
CЄPIL1LF36W/54-765 (“SVET24.BY” Польша),
на питательной среде RS, подобранной для ин-
тенсивного культивирования Cylindrotheca closte-
rium [15], концентрация компонентов которой
уменьшена в 2 раза. Средняя облученность рабо-
чей поверхности фотобиореактора составляла
150 мкмоль квантов м–2 с–1 (33 Вт м–2). В процессе
выращивания культуру барботировали воздухом
(1.2 л воздуха на 1 л культуры в минуту) посред-
ством компрессорной установки SERA air 550 R
plus (“SERA”, Германия). Плотность культуры в
начале накопительного культивирования состав-
ляла 0.2 г сухого вещества на 1 л.

Для определения плотности культуры сначала
взвешивали сырую массу N. amabilis в полипро-
пиленовых пробирках на аналитических весах
CAUY-120 (“Cas”, Южная Корея) с погрешно-
стью 0.1 мг после осаждения клеток центрифуги-
рованием (ОПН-3 при 3000 об мин–1 1600 g в тече-
ние 2 мин), затем рассчитывали сухую массу, исполь-
зуя экспериментально полученный коэффициент
связи между сухой и сырой массой (k = 0.11).
Удельную скорость роста (r) рассчитывали по
формуле (3).

Содержание белков в биомассе определяли по
методу Лоури [16]. Концентрацию липидов опре-
деляли фосфованилиновым методом [17].

Липиды экстрагировали из 20 г сырой биомас-
сы водорослей смесью хлороформ-этанол (2:1) до
полного обесцвечивания биомассы. Экстракт 3–
4 раза промывали водой для удаления нелипид-
ных примесей. Содержание общих углеводов в
биомассе определяли по методу Дюбуа [18]. Мас-
совую долю золы водоросли устанавливали мето-
дом определения зольного остатка [17]. За окон-
чательный результат измерения принимали сред-
неарифметическое значение двух результатов
измерений. Фукоксантин в биомассе определя-
ли методом тонкослойной хроматографии [19].
Содержание жирных кислот (ЖК) в составе сум-
марных липидов и метиловых эфиров жирных
кислот (МЭЖК) выполняли по методу Кейтс
[20], с пробоподготовкой, детально описанной в
работе [21, 22].

МЭЖК определяли на газовом хроматографе
Хроматэк Кристалл 5000.2 (“Хроматэк”, Россия)
с пламенно-ионизационным детектором. Разде-
ление МЭЖК проводили на капиллярной колон-
ке BPX5 (“SGE Analytical Science”) длиной 60 м с
внутренним диаметром 0.25 мм с толщиной непо-
движной фазы 0.25 мкм в температурном интер-
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вале от 40 до 280 єС в режиме программирования
температуры. В качестве внешнего стандарта ис-
пользовали смесь кислот “Supelco 37 component
FAME mix”. Количественные значения МЭЖК
получены путем сравнения относительных вре-
мен удерживания экспериментальных хромато-
грамм с хроматограммой смеси МЭЖК “Supelco
37 component FAME mix”.

Все измерения проводили в двух биологических
и четырех аналитических повторностях. Статисти-
ческая достоверность основных параметров куль-
тивирования (сухая масса, содержание кароти-
ноидов, фукоксатина, липидов и белков, число
клеток), а также элементного состава оценивали
при помощи стандартного критерия Стьюдента
(t-критерий, P = 0.95). На рисунках и в таблицах
приведены средние значения и их стандартные
отклонения.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Наибольшая удельная скорость роста у N. am-
abilis (до трех делений в сут.) наблюдался в среде
океанической соленостью 35–36‰ (рис. 2) при
14-часовом фотопериоде и освещенности 2.95 клк
(рис. 3). В результате экспериментов была уста-
новлена способность водоросли расти в диапазо-
не соленостей 4–68‰, что свидетельствует о ее
относительно широкой эвригалинности. В целом
около трех делений в сут. наблюдалось при осве-
щенности в промежутке от 2.00 до 4.75 клк.

На рис. 3 стрелкой отмечен коэффициент све-
тового насыщения (Ik), который для 14-часового
фотопериода оказался меньше единицы, что сви-
детельствует о минимальных энергетических за-
тратах при достаточно высоком темпе деления.

Для исследования биохимических характери-
стик получена интенсивная культура с макси-
мальной плотностью 12 г л–1 сырой массы или
1.44 г л–1 сухой массы.

После посева экспоненциально растущей
культуры кривая роста N. amabilis в накопитель-
ной культуре характеризуется наличием экспо-
ненциальный фазы в течение первых 3 сут, сме-
няющейся фазой замедления роста с последую-
щим переходом в стационарную фазу. Культура
достигала максимальной плотности на 8 сут вы-
ращивания (рис. 4). Для исследования биохими-
ческих характеристик получена интенсивная
культура с максимальной плотностью 12 г л–1

сырой массы или 1.44 г л–1 сухой массы. Макси-
мальная удельная скорость роста, определенная
по изменению биомассы, составила 0.6 сут–1

(R2 = 0.99). На линейном участке роста макси-
мальная продуктивность культуры составила
0.15 г л1 сут–1 (R2 = 0.98).

Биохимический состав биомассы N. amabilis в
разных фазах роста при накопительном культиви-
ровании представлен в табл. 1. По нашим данным
при накопительном культивировании содержание
массовой доли суммарных белков изменялось в за-
висимости от фазы роста от 40 до 45% сухой массы
на 8 сут.

В экспоненциальной фазе роста в биомассе
N. amabilis зарегистрированы относительно не-
большие концентрации липидов и ПНЖК, кото-
рые возрастают в четыре раза при переходе куль-
туры в стационарную фазу.

Рис. 2. Зависимость темпа деления клеток диатомо-
вой водоросли N. amabilis от количества растворен-
ных солей в искусственно приготовленной морской
среде ESAW.
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Рис. 3. Зависимость темпа деления Nitzschia amabilis
от освещенности при разных фотопериодах: 1 – 10 ч,
2 – 14 ч, 3 – 24 ч.
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Также в стационарной фазе и в фазе замедле-
ния роста наблюдалось активное накопление
фукоксантина. В начале стационарной фазы ро-
ста (8 сут эксперимента) концентрация фукок-
сантина составляла 13.0 ± 0.4 мг г–1 сухой массы
(18.7 мг л–1), на 12 сут эксперимента (5 сут стаци-
онарной фазы) концентрация фукоксантина до-
стигала 17.0 ± 0.4 мг/г сухой массы (24.5 мг л–1).
Таким образом, скорость накопления фукоксантина
в стационарной фазе роста составила 1.45 мг л–1 сут–1.

В составе ЖК изученного штамма на 8 сут ро-
ста были обнаружены ЖК с длиной цепи от 14 до
22 углеродных атомов (табл. 2).

Доминирующей среди мононенасыщенных
жирных кислот была пальмитолеиновая, концен-
трация которой достигала 12.83 мг г–1 сухой массы
(36% от суммы ЖК). Среди полиненасыщенных

жирных кислот доминирующими были эйкозо-
пентаеновая (24.72 мг г–1 сухой массы или 16.2%
от суммы ЖК), арахидоновая (7.9 мг г–1 сухой
массы или 8.5% от суммы ЖК) и докозагексаено-
вая (5.7 мг г–1 сухой массы). Основная доля насы-
щенных ЖК приходилась на пальмитиновую
кислоту (C16:0 4.5 мг–1 сухой массы). В целом у
исследуемого штамма преобладали ПНЖК
(42 мг г–1 сухой массы) при соотношении ω6/ω3
равном 0.3.

Рассчитана средняя скорость накопления каж-
дой ЖК за весь период накопительного культиви-
рования (табл. 3).

Следует отметить, что показатели продуктив-
ности N. аmabilis в отношении липидов, фукок-
сантина и ПНЖК в 2.5–3 раза выше в проточном
режиме культивирования, чем в накопительном
(табл. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ

Из литературных источников известно, что
темп клеточного деления для многих изученных
видов редко превышает три деления в сутки, при
этом коэффициент светового насыщения состав-
ляет от 3 до 9 клк [14]. У исследуемого вида N. am-
abilis энергетические затраты при высоком темпе
деления ниже, чем у большинства изученных ви-
дов. При этом биохимический анализ показал,
что N. amabilis наряду с морскими диатомеями
Odontella aurita, Attheya longicornis, Porosira glacia-
lis [23, 24], характеризуется высокой концентра-
цией докозагексаеновой кислоты в отличие от
других бентосных диатомовых, таких как Cylin-
drotheca closterium, Nanofrustulum shiloi, Entomoneis
paludosa [25]. Данный факт имеет большое при-
кладное значение, поскольку доминирующие эй-
козапентаеновая, арахидоновая и докозагексае-
новая кислоты обладают профилактическим дей-
ствием против сердечнососудистых заболеваний,
проявляют антимикробную и противоопухоле-
вую активность [26].

Рис. 4. Динамика плотности интенсивной культуры
диатомовой водоросли Nitzschia amabilis.

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0 1 42 6 8 1053 7 9 11 12

С
ух

ая
 м

ас
са

, г
 Л

–
1

Время, сут.

Таблица 1. Биохимический состав диатомовой водоросли Nitzschia amabilis при накопительном культивировании

Состав
Фазы роста

экспоненциальная начало стационарной фазы

Липиды, % 4.0 ± 0.1 16.0 ± 0.1

Белки, % 45.0 ± 0.4 40.0 ± 0.4

Углеводы, % 25.0 ± 0.2 17.0 ± 0.2

Зола, % 25.0 ± 0.3 27.0 ± 0.3

ПНЖК, мг г–1 10.0 ± 0.5 42.3 ± 0.5

Фукоксантин, мг г–1 8.0 ± 0.4 13.0 ± 0.4
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Соотношение ω6/ω3 показывает, что в иссле-
дуемом штамме преобладают ω-3 жирные кисло-
ты. Известно, что ω-3 жирные кислоты использу-
ются для лечения таких заболеваний как гиперт-
риглицеридемии, связанной с метаболическим
синдромом, ожирения, диабета 2 типа и сердеч-
но-сосудистых заболеваний. Продукты с низким
соотношением ω6/ω3 ПНЖК (ω6/ω3 ≤ 1) могут
использоваться в качестве профилактики и лече-
ния таких заболеваний как аритмия сердца, ин-
сульт и инфаркт миокарда, а также атеросклеро-
тического изменения сосудов [27].

Микроводоросли можно рассматривать как
перспективный источник фукоксантина для про-
мышленного производства. Концентрация фукок-
сантина в микроводорослях значительно выше, чем
в макроводорослях. Недавние исследования по-

казали, что фукоксантин и его производные обла-
дают многими полезными эффектами для здоро-
вья, включая противоопухолевое, антигипертен-
зивное и противовоспалительное [28].

В проточном режиме культивирования средняя
скорость биосинтеза фукоксантина и липидов у
N. amabilis выше в 2.5 раза, а скорость биосинтеза
полиненасыщенных жирных кислот выше в
2.7 раза. Фукоксантин внутри клетки нейтрализует
активные формы кислорода, образующиеся в
стрессовых условиях (стационарная фаза роста) и
защищает клетку от внешних агрессивных усло-
вий среды обитания [29]. Таким образом, проточ-
ный режим культивирования для синтеза ценных
веществ у N. аmabilis более предпочтителен, чем
накопительный. Проточное культивирование да-
ет возможность достижения оптимальных усло-

Таблица 2. Жирнокислотный состав исследуемого штамма Nitzschia amabilis

Примечание: НЖК – насыщенные жирные кислоты, МНЖК – мононенасыщенные жирные кислоты, ПНЖК – полинена-
сыщенные жирные кислоты.

Название ЖК % от суммы ЖК
Концентрация,

мг г–1 сухой массы

Миристиновая (C14:0) 6.7 ± 0.06 1.80 ± 0.04
Пентадекановая (C15:0) 0.64 ± 0.01 0.17 ± 0.07
Пальмитиновая (C16:0) 16.62 ± 0.56 4.50 ± 0.34
Гептадекановая (C17:0) 0.03 0.035 ± 0.007
Стеариновая (C18:0) 0.38 ± 0.01 0.1 ± 0.3
Сумма НЖК 24.37 6.6 ± 0.4

Мононенасыщенные ЖК
Пальмитолеиновая (C16:1ω7) 36.27 ± 0.53 12.83 ± 0.53
Элаидиновая кислота транс-9 Octadecenoic acid
(E) C18:1 (n-9)

0.92 ± 0.01 0.19 ± 0.01

Олеиновая
Methyl cis-9-octadecenoate (C18:1ω9)

0.79 ± 0.04 0.463 ± 0.01

Сумма МЖК 37.98 13.45
Полиненасыщенные ЖК

Methyl 6,9,12,15-hexadecatetraenoate 0.73 ± 0.01 0.39 ± 0.01
Гексадекатриеновая (C16:3ω4) 6.6 1.85 ± 0.31
γ-линоленовая (C18:3ω6) 1.59 ± 0.01 0.95 ± 0.01
Линолевая (C18:2ω6) 1.58 ± 0.02 0.58 ± 0.04
Арахидоновая (C20:4ω6) 8.56 ± 0.12 7.9 ± 0.31
цис-8,11,14-Эйкозатриеновая кислота C20:3 n-6 0.28 ± 0.04 0.16 ± 0.02
Эйкозопентаеновая (C20:5ω3) 16.27 ± 0.23 24.72 ± 0.61
Докозагексаеновая (C22:6ω3) 1.85 ± 0.01 5.71 ± 0.03
Сумма ПНЖК 37.48 42.26
МНЖК + ПНЖК 75.46 55.71
НЖК + МНЖК + ПНЖК 99.83% 62.31
ω6/ω3 0.3
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Таблица 3. Скорости биосинтеза жирных кислот исследуемого штамма Nitzschia amabilis в накопительном режи-
ме культивирования

Название ЖК
Концентрация,

мг г–1 сухого веса

Средняя скорость 
биосинтеза,
мг л–1 сут–1

Миристиновая (C14:0) 1.80 ± 0.04 0.29
Пентадекановая (C15:0) 0.17 ± 0.07 0.027
Пальмитиновая (C16:0) 4.50 ± 0.34 0.73
Гептадекановая (C17:0) 0.035 ± 0.007 0.0056
Стеариновая (C18:0) 0.1 ± 0.03 0.016
Сумма НЖК 6.6 ± 0.4 1.1

Мононенасыщенные ЖК
Пальмитолеиновая (C16:1ω7) 12.83 ± 0.53 2.08
Элаидиновая кислота (E) C18:1 (n-9) 0.19 ± 0.01 0.031
Олеиновая кислота (C18:1ω9) 0.463 ± 0.01 0.007
Сумма МЖК 13.45 2.1

Полиненасыщенные ЖК
Methyl 6,9,12,15-hexadecatetraenoate 0.39 ± 0.01 0.063
Гексадекатриеновая (C16:3ω4) 1.85 ± 0.31 0.3
γ-линоленовая (C18:3ω6) 0.95 ± 0.01 0.154
Линолевая (C18:2ω6) 0.58 ± 0.04 0.094
Арахидоновая (C20:4ω6) 7.9 ± 0.31 1.283
цис-8,11,14-Эйкозатриеновая кислота C20:3 n-6 0.16 ± 0.02 0.026
Эйкозопентаеновая (C20:5ω3) 24.72 ± 0.61 4.017
Докозагексаеновая (C22:6ω3) 5.71 ± 0.03 0.930
Сумма ПНЖК 42.26 6.86

МНЖК + ПНЖК 55.71 9
НЖК + МНЖК + ПНЖК 62.31 10.1
ω6/ω3 0.3

Таблица 4. Показатели средней продуктивности исследуемого штамма Nitzschia amabilis при накопительном и
проточном режимах культивирования

Примечание: * – в стационарной фазе роста; ** – за весь период накопительного культивирования.

Параметры
Режим культивирования

накопительный проточный

Максимальная плотность культуры 1.4 г л–1

сухой биомассы
–

Максимальная удельная скорость роста 0.6 сут–1 –

Максимальная продуктивность 150 мг л–1 сут–1 210 мг л–1 сут–1

Средняя скорость накопления фукоксантина 1.45 мг л–1 сут–1*
1.1 мг л–1 сут–1**

–
2.73 мг л–1 сут-–1

Средняя скорость накопления липидов 13.3 мг л–1 сут–1** 33.6 мг л–1 сут–1

Средняя скорость накопления полиненасыщенных жирных кислот 3.2 мг л–1 сут–1** 8.82 мг л–1 сут–1
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вий среды для роста клеток и биосинтеза ценных
веществ, что обеспечивает в условиях стационар-
ного динамического равновесия постоянность
биохимического состава получаемой биомассы.

Таким образом, N. amabilis, характеризующаяся
большим содержанием незаменимых ЖК, проде-
монстрировала высокую энергетическую эффек-
тивность при выращивании в культуре в сравнении
с другими вышеупомянутыми видами диатомовых
и может рассматриваться как перспективный объ-
ект для биотехнологии.

Работа выполнена в рамках государственного
задания КНС-ПЗ РАН филиала ФГБУН ФИЦ
ИнБЮМ “Изучение фундаментальных физиче-
ских, физиолого-биохимических, репродуктивных,
популяционных и поведенческих характеристик
морских гидробионтов” (№ 121032300019-0). В ра-
боте были использованы материалы Научно-об-
разовательного центра коллективного пользова-
ния ФИЦ ИнБЮМ “Коллекция диатомовых во-
дорослей Мирового океана”. Биохимический
анализ проведен в рамках выполнения темы госу-
дарственного задания (№ 121030300149-0).
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Коротко- и среднецепочечные альдегиды и их производные, образующиеся из жирных кислот в ре-
зультате активности ферментов гидропероксидлиаз, присутствуют во многих продуктах раститель-
ного происхождения. Их часто используют в качестве добавок к продуктам питания для увеличения
срока годности и придания аромата свежести. Учитывая, что эти соединения могут всасываться
клетками кишечника и поступать в системную циркуляцию, важно оценить их влияние на здоровье
человека. В данной работе мы оценили потенциальную биологическую активность альдегидов и
спиртов с длиной цепи от 6 до 9 углеродов и проверили их провоспалительную активность на экс-
периментальной системе, основанной на использовании цельной крови доноров. Анализ показал,
что девятиуглеродные оксилипины стимулируют наработку провоспалительного цитокина TNF-α
(фактор некроза опухоли-альфа), при этом альдегиды активировали синтез TNF-α в меньшей сте-
пени, чем спирты. Шести- и восьмиуглеродные оксилипины не проявляли провоспалительную ак-
тивность. Полученная информация может быть полезна для разработки диетологических рекомен-
даций для людей, страдающих воспалительными заболеваниями.

Ключевые слова: воспаление, гидропероксидлиаза, оксилипины, фактор некроза опухоли-альфа,
цитокины
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ВВЕДЕНИЕ

Ненасыщенные жирные кислоты в аэробных
организмах окисляются спонтанно или фермен-
тативно с образованием оксилипинов ‒ разнооб-
разных соединений, различающихся как по фи-
зико-химическим свойствам, так и по биологиче-
ским функциям. В растениях ферментативное
образование оксилипинов чаще всего иницииру-
ется в результате взаимодействия липазы с липида-
ми мембран, что приводит к освобождению поли-

ненасыщенных жирных кислот, главным образом,
линолевой и линоленовой. Далее липоксигеназы
окисляют свободные жирные кислоты, образуя
гидропероксиды, которые могут выступать суб-
стратами для нескольких параллельных ветвей
биосинтеза оксилипинов. Растительные липо-
ксигеназы (ЛОГ) по стереоспецифичности делят-
ся на 9- и 13-ЛОГ в зависимости от позиции окис-
ляемого углерода в углеродной цепи жирной кис-
лоты [1, 2]. Примечательно, что субстратами ЛОГ
могут выступать не только свободные жирные
кислоты, но и жирнокислотные остатки, входя-
щие в состав липидов мембран [3, 4]. Один из пу-
тей дальнейшей модификации гидропероксидов
жирных кислот ‒ гидропероксидлиазная (ГПЛ)
ветвь, ведущая к образованию альдокислот и ле-
тучих альдегидов, а также их производных. Как и

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330323600948 для авторизованных поль-
зователей.
Сокращения: ГПЛ ‒ гидропероксидлиаза, ЛОГ ‒ липокси-
геназа, ЛПС ‒ липополисахарид, TNF ‒ фактор некроза
опухоли.
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ЛОГ, ГПЛ могут использовать в качестве субстра-
та окисленные жирнокислотные остатки, входя-
щие в состав липидов, что подтверждается тем,
что 12-улеродные продукты ГПЛ, связанные с га-
лактолипидами, были обнаружены в листьях Arabi-
dopsis thaliana, капусты, табака, томатов и бобов [5].

ГПЛ относятся к атипичному семейству
CYP74 суперсемейства цитохромов P450 моноок-
сигеназ, которые не нуждаются в НАДФН в каче-
стве донора электронов для ферментативной ак-
тивности, а используют гидропероксиды жирных
кислот и как донор кислорода, и как субстрат [6].
Как и другие CYP74 высших растений, ГПЛ осу-
ществляет гомолитическое расщепление O–O
связи гидроперекиси жирной кислоты с образо-
ванием алкокси-радикала, который присоединя-
ется к рядом расположенной двойной связи, об-
разуя эпоксиаллильный радикал. Его распад при
участии ГПЛ происходит с образованием полуа-
цеталя, который спонтанно распадается на альде-
гид и оксокислоту [7].

При участии 13-ГПЛ из 13-гидропероксида ли-
ноленовой кислоты образуются (3Z)-гексеналь и
12-оксо-(9Z)-додеценовая кислота, а из 13-гидро-
пероксида линолевой кислоты вместо (3Z)-гек-
сеналя образуется гексаналь [7, 8]. 12-оксо-(9Z)-
додеценовая кислота изомеризуется в 12-оксо-
(10E)-додеценовую кислоту, именуемую трав-
матином или раневым гормоном. Дальнейшее
окисление альдегидной группы приводит к обра-
зованию дикарбоновой травматиновой кислоты
[9]. В растительных тканях были обнаружены не-
сколько изомеров травматина и травматиновой
кислоты и их производные [10]. Активность 13-ГПЛ
также, как и 13-ЛОГ, связана с хлоропластами.

Из 9-гидропероксида линолевой и линолено-
вой кислот образуются летучие (3Z)-ноненаль и
(3Z,6Z)-нонадиеналь, соответственно, и нелету-
чая 9-оксононановая кислота [11, 12]. 9-ЛОГ/9-ГПЛ
путь скорее всего функционирует в цитоплазме.

Цис-3-гексеналь и цис-3-ноненаль могут быть
изомеризованы с участием 3Z:2E-еналь-изомера-
зы [13, 14]. Шестиуглеродные альдегиды могут
быть восстановлены до соответствующего спирта
с участием алкогольдегидрогеназы или редуктазы
[15, 16]. Известен также фермент, ацетилирую-
щий спирты с формированием соответствующего
сложного эфира [17]. Также нельзя исключать
возможное окисление ненасыщенных альдегидов
и гидрирование двойной связи. Нужно отметить,
что каждая из указанных модификаций альдегида
приводит к образованию более летучего продук-
та. Летучие альдегиды и их производные, так на-
зываемые “летучие соединения зеленых листьев”
(Green Leaf Volatiles), являются основным компо-
нентом аромата зеленых листьев и фруктов.

Из 20-углеродной арахидоновой кислоты,
встречающейся у мхов и грибов, формируются

12-гидроперекиси, из которых могут образовать-
ся 8-углеродные летучие соединения такие, как
1-октен-3-ол, а также их ацетилированные про-
изводные [18].

ГПЛ довольно широко распространены в при-
роде. Они были обнаружены у многих, хотя и не у
всех растений, при этом растения могут содер-
жать как один, так и несколько ферментов, раз-
личающихся по специфичности к субстратам и
внутриклеточной локализации [19]. Активность
ГПЛ, а также продукты ферментативной актив-
ности, были обнаружены во многих пищевых и
эфиромасличных культурах (табл. 1, Дополни-
тельные материалы). Конститутивная экспрессия
генов ГПЛ способствует быстрому образованию и
накоплению продуктов ферментативной реакции
в растительных тканях после их повреждения.

Биологические функции оксилипинов, обра-
зующихся в ГПЛ ветви, до конца не понятны. Для
некоторых метаболитов ГПЛ ветви показаны ан-
тимикробные свойства [20, 21] и продемонстри-
рована роль в формировании устойчивости рас-
тений к насекомым [22, 23]. Накопление в тканях
метаболитов ГПЛ ветви в ответ на абиотические
стрессы также было описано [24], однако, неиз-
вестно, связано ли их накопление с адаптацией к
стрессовым условиям или является результатом
повреждения клеточных структур.

Оксилипины могут образовываться и в орга-
низме человека из полиненасыщенных жирных
кислот растительной пищи. Оксилипины могут
участвовать во множестве физиологических про-
цессов, включая апоптоз, свертывание крови, бо-
левую реакцию и воспаление [25].

Врожденный иммунитет отвечает за раннюю
реакцию организма на чужеродный биоматериал.
Компоненты бактериальной клеточной стенки,
такие как липополисахарид (ЛПС), стимулируют
выработку цитокинов моноцитами и макрофага-
ми. Эти цитокины включают фактор некроза опу-
холи-альфа (TNF-α), интерлейкин (IL)-1 и IL-6,
которые способствуют адгезии нейтрофилов и
моноцитов в местах инфекции, за которым следует
миграция, местное накопление и активация вос-
палительных клеток. Клетки воспаления неспе-
цифически распознают бактерии и уничтожают
их посредством фагоцитоза и/или продукции
АФК. Воспалительные цитокины также обеспе-
чивают связь между воспалительными клетками
и специфическим иммунитетом, поскольку они
могут стимулировать Т- и В-лимфоциты [26].
С учетом активного использования оксилипинов
в производстве пищи, необходимо исследовать
возможную провоспалительную активность этих
молекул. Цель работы ‒ исследовать провоспали-
тельную активность оксилипинов в эксперимен-
тальной системе, основанной на использовании
цельной крови доноров.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали периферическую кровь

условно здоровых доноров 23-35 лет. Образцы
крови были предоставлены отделением аллерго-
логии и иммунологии Больницы Пущинского на-
учного центра РАН (БПНЦ РАН). Кровь брали из
локтевой вены, в качестве антикоагулянта ис-
пользовали гепарин. Информированное согласие
было подписано всеми донорами.

Определение содержания цитокинов проводи-
ли по описанной ранее методике [27]. К клеткам
крови добавляли растительные метаболиты, об-
разующиеся в ГПЛ ветви пути биосинтеза окси-
липинов. В качестве позитивного контроля ис-
пользовали липополисахарид E. coli в конечной
концентрации 100 нг/мл. Образцы крови инкуби-
ровали 6 ч при 37°C и 5% содержании СО2 в инку-
баторе. После инкубации клетки крови осаждали
в течение 10 мин при 1000 об/мин на специализи-
рованной центрифуге. Полученные супернатан-
ты отбирали и хранили при температуре –20°С.
Методом твердофазного иммуноферментного
анализа оценивали содержание в сыворотке крови
провоспалительного цитокина TNF-α (АО “Век-
тор-Бест”, Россия).

Методы фармакоинформатики: для получе-
ния информации о физико-химических свой-

ствах оксилипинов были использованы ресурсы
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, http://www.vcclab.
org/lab/alogps и http://www.chemspider.com/. Для
поиска возможных клеточных мишеней про- и
противовоспалительного действия изучаемых ок-
силипинов была проведена оценка вероятност-
ного профиля биологической активности данных
молекул с помощью веб-ресурса PASS Online
(http://www.way2drug.com/passonline).

Статистическая обработка результатов. Ре-
зультаты представлены в виде медианных значе-
ний с квартилями (IQR). Достоверность различий
между медианными значениями оценивали с по-
мощью U-теста Манна–Уитни и критерия Вил-
коксона. Различия медианных значений считались
достоверными при уровне значимости Р < 0.05. Для
статистического анализа и графического пред-
ставления данных использовали программное
обеспечение Microsoft Office Excel 2010 (плагин
AtteStat), STATISTICA 10.1 и SigmaPlot 12.5.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Предсказание биологической

активности оксилипинов
Анализ литературных данных и наши соб-

ственные исследования показывают, что летучие

Таблица 1. Физико-химические свойства молекул оксилипинов и оценка вероятностной биологической актив-
ности

Примечание: * ‒ расчетный показатель.
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3-гексеналь 98.1 5 1.432 17 3 + ‒ ‒
2-гексеналь 98.1 5.3 1.79 17 3 + ‒ ‒
3-гексенол 100.2 16 1.7 20 3 + ‒ ‒
3-гексенилацетат 142.2 0.9 2.415 26 5 + + +
Травматиновая кислота 228.3 0.23 2.686 75 10 + ‒ +
Октанол 130.2 0.54 3 20 6 + ‒ +
1-октенол 128.2 1.84 2.52 20 5 + ‒ +
2-ноненаль 140.2 0.093 3.17* 17 6 + ‒ ‒
2-ноненол 142.2 0.62 3.184 20 6 + ‒ +
6-ноненаль 140.2 0.2 3.113 17 6 + ‒ ‒
6-ноненол 142.2 0.62 3.014 20 6 + + +
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метаболиты ГПЛ ветви встречаются во множестве
пищевых и эфиромасличных культур, а также в ле-
карственных растениях (табл. 1, Дополнительные
материалы). В табл. 1 представлены основные
физико-химические свойства молекул, использу-
емые для предварительной оценки биологиче-
ской доступности соединений. Показателем ли-
пофильности (гидрофобности) служит десятич-
ный логарифм коэффициента распределения (P)
вещества между октанолом и водой. Чем он вы-
ше, тем больше накапливается в клеточных мем-
бранах исследуемое вещество, а также тем выше
сродство вещества к бычьему сывороточному
альбумину [28]. Для большинства лекарственных
веществ показатель липофильности находится
между ‒2 и +5. Так как показатель липофильно-
сти измерен не для всех рассмотренных веществ,
для 2-ноненаля приводится расчетный показа-
тель липофильности по ACD/Labs (Advanced
Chemistry Development, Inc.). Площадь полярной
поверхности вычисляется как площадь участка
молекулы, занимаемая электроотрицательными
гетероатомами (O, N, S, P) и связанными с ними
атомами водорода. Показано, что для пассивной
диффузии сквозь мембраны нужно, чтобы пло-
щадь полярной поверхности была не более 140 Å2

[29]. Число связей, вокруг которых возможно сво-
бодное вращение частей молекулы, служит мерой
ее конформационной изменчивости. Большая
конформационная изменчивость препятствует
диффузии сквозь мембрану и совмещению моле-
кулы с ее мишенью, поэтому считается, что число
вращательных связей должно быть не более 10
[29]. У всех исследованных нами веществ величи-
ны рассмотренных показателей находятся в пре-
делах, благоприятствующих биологической до-
ступности.

Предсказание биологической активности ве-
ществ в PASS Online основано на анализе взаимо-
связей структура-активность для обширной обу-
чающей выборки, включающей в себя: субстан-
ции лекарственных препаратов; “кандидаты в
препараты”, находящиеся на различных стадиях
клинических и доклинических исследований;
фармакологические вещества и биохимические
реагенты, зонды; вещества, для которых имеется
информация о специфической токсичности. Был
получен список прогнозируемых типов активно-
сти с оценками вероятности наличия каждого ви-
да активности (Pa) и вероятности отсутствия каж-
дого вида активности (Pi). Чем больше для кон-
кретной активности значение Pa, и чем меньше
значение Pi, тем больше шанс обнаружить дан-
ную активность в эксперименте [30].

Нами были отобраны активности c Pa > 0.5.
Для всех исследуемых оксилипинов была пред-
сказана агонистическая активность по отноше-
нию к макрофагальному колониестимулирующему
фактору, цитокину, который стимулирует генера-

цию подмножеств миелоидных клеток, включая
нейтрофилы, моноциты, макрофаги и дендрит-
ные клетки в ответ на стресс, инфекции и рако-
вые заболевания (табл. 1) [31]. Согласно предска-
занию, противовоспалительной активностью об-
ладают 3-гексенил-ацетат и 6-ноненол. Показана
возможная активность ингибирования экспрес-
сии TNF-α для 3-гексенил-ацетата, октанола,
1-октенола, 6-ноненола и 2-ноненола, а также
травматиновой кислоты.

Исследование провоспалительной
активности оксилипинов

Нами была использована экспериментальная
система, основанная на использовании цельной
крови доноров, для оценки влияния оксилипи-
нов на индукцию воспалительных ответов. Ко-
нечная концентрация оксилипинов в анализиру-
емых образцах составляла 100 мкМ. У большин-
ства шести- и восьмиуглеродных оксилипинов не
обнаружена провоспалительная активность, так
как различия с контролем не достигали статисти-
ческой значимости (рис. 1).

Заметная наработка провоспалительного ци-
токина TNF-α наблюдалась в образцах с девяти-
углеродными оксилипинами (рис. 1). Ответ кле-
ток доноров на активацию этими оксилипинами
варьировался в широких пределах, что указывает
на важную роль других факторов крови в актива-
ции провоспалительного ответа на используемые
оксилипины. Уровень TNF-α был немного выше
при использовании спиртов, чем соответствую-
щих альдегидов.

Для выяснения концентрационной зависимо-
сти наблюдаемого эффекта мы изучили влияние
различных концентраций 6-ноненаля на индук-
цию синтеза TNF-α в экспериментальной систе-
ме. В качестве позитивного контроля был выбран
широко известный активатор воспалительного
ответа ‒ эндотоксин (липополисахарид, ЛПС) из
E. coli. Результаты представлены на рис. 2.

При активации клеток крови очень низкой и
высокой концентрациями 6-ноненаля наблюда-
лась наименьшая провоспалительная активность.
Концентрация 10 мкМ индуцировала наиболь-
ший синтез TNF-α, хотя и наблюдалась значи-
тельная индивидуальная вариативность, и разли-
чия в эффектах разных концентраций в большин-
стве случаев были статистически незначимы.

ОБСУЖДЕНИЕ
Физиологическая активность растительных

оксилипинов, в том числе метаболитов ГПЛ вет-
ви, в животной клетке была продемонстрирована
во множестве работ, подробный обзор которых
был опубликован недавно [32]. Среди метаболи-
тов ГПЛ ветви внимание уделялось лишь нелету-
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Рис. 1. Изменение синтеза TNF-α клетками крови здоровых доноров в ответ на оксилипины. n = 3–12.
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Рис. 2. Изменение синтеза TNF-α клетками крови здоровых доноров в ответ на различные концентрации 6-ноненаля.
n = 4–8. Чертой обозначено среднее значение ответа на липополисахарид E. coli.
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чей травматиновой кислоте. Однако, именно ле-
тучие альдегиды и их производные широко ис-
пользуются в пищевой промышленности для
придания аромата свежести продуктам и для уве-
личения их сохранности [33–35]. До настоящего
времени их влияние на здоровье человека мало
изучено. Вместе с растительной пищей мы по-
требляем значительное количество альдегидов и
спиртов с длиной цепи от 6 до 9 углеродов и их
производных, образующихся в ГПЛ ветви пути
биосинтеза оксилипинов (табл. 1, Дополнитель-
ные материалы). Поглощенные с пищей оксили-
пины могут не только воздействовать на клетки
кишечника, но также всасываться и циркулиро-
вать в плазме крови [36–38]. Поэтому важно оце-
нить влияние этих соединений на здоровье чело-
века. В литературе активно обсуждается способ-
ность растительных экстрактов и содержащихся в
них оксилипинов регулировать иммунную актив-
ность клеток крови человека [39, 40]. Несмотря на
обнаруженную противовоспалительную актив-
ность нескольких оксилипинов, в ряде работ по-
казаны провоспалительные свойства полинена-
сыщенных ω-6 жирных кислот, из которых обра-
зуются оксилипины [26].

Мы рассмотрели основные физико-химиче-
ские свойства изучаемых веществ, используемые
для предварительной оценки биологической до-
ступности предполагаемых лекарств [28], для то-
го, чтобы выявить возможную связь между хими-
ческим строением и биологической активностью
исследуемых веществ. У всех веществ величины
рассмотренных показателей находятся в преде-
лах, благоприятствующих биологической доступ-
ности (табл. 1). Девятиуглеродные спирты и альде-
гиды отличаются повышенной липофильностью, а
следовательно их действие на физиологический
процесс может обуславливаться накоплением в
липидных мембранах или связыванием с белками
плазмы. Именно эти соединения проявили ак-
тивность в использованной нами эксперимен-
тальной системе.

По результатам поиска возможных клеточных
мишеней про- и противовоспалительного дей-
ствия изучаемых оксилипинов, спрогнозирован-
ный спектр активности получился достаточно об-
ширным. Возможно, в структуре этих довольно
простых веществ не содержится каких-либо осо-
бенностей, обеспечивающих высокую селектив-
ность их биологического действия. Вероятность
Pa отражает прежде всего сходство структуры мо-
лекул данного вещества со структурами молекул
наиболее типичных в соответствующем подмно-
жестве “активных” веществ в обучающей выборке.
Поэтому никакой прямой корреляции значений
Pa с количественными характеристиками актив-
ности, как правило, нет [30]. К результатам тако-
го прогноза необходимо относиться с большой
осторожностью.

Шестиуглеродные оксилипины часто встреча-
ются в пищевых продуктах (см. табл. 1, Дополни-
тельные материалы). Экспериментальная оценка
их провоспалительной активности показала, что
они не активируют клетки крови к наработке
значительного количества провоспалительного
цитокина TNF-α, тогда как девятиуглеродные
оксилипины являются в значительной степени
иммуногенными. При попадании в кровь девя-
тиуглеродные оксилипины индуцируют значи-
тельную наработку провоспалительного цитокина
TNF-α, тем самым запуская возможное развитие
воспалительного ответа. Девятиуглеродные аль-
дегиды активировали синтез TNF-α в меньшей
степени, чем спирты. В парах 6-ноненол/2-ноне-
нол и 6-ноненаль/2-ноненаль провоспалитель-
ная активность очень близка, что свидетельствует
о том, что положение двойной связи в молекуле
не сказывается на его провоспалительных свой-
ствах. Результаты показывают, что для проявле-
ния иммуномодулирующей активности оксили-
пина имеет значение как длина углеродной цепи,
так и наличие функциональной группы (гидрок-
сильная или альдегидная). Девятиуглеродные ок-
силипины были обнаружены в огурце, арбузе, се-
менах миндаля и некоторых лекарственных рас-
тениях. Данные о провоспалительной активности
этих соединений, полученные в нашей работе,
могут быть полезны для разработки диетологиче-
ских рекомендаций для людей, страдающих вос-
палительными заболеваниями.

Работа поддержана Российским научным
фондом, грант № 22-24-00489.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
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В работе предложен и апробирован новый подход оптимизации биотехнологических процессов, в
том числе процесса микроклонального размножения. Предлагаемый метод основан на построении
карты подобия структур молекул вторичных метаболитов растительных экстрактов и молекул – ре-
гуляторов процессов морфогенеза растений (прежде всего фитогормонов) с последующим прогно-
зированием действия экстракта. В качестве примера был использован экстракт лишайника Cetraria
islandica (L.) Ach. (Parmeliacea), для которого хорошо известен спектр содержащихся вторичных ме-
таболитов. Выявлено структурное сходство алифатических вторичных соединений лишайника
(протолихестериновая и лихестериновая кислоты) со стриголактонами (в большей степени), а так-
же с гиббереллинами и брассиностероидами. На основе анализа полученных результатов был сде-
лан прогноз о дозозависимом воздействии экстракта лишайника C. islandica на ростовые процессы
и ризогенез микропобегов in vitro. Эта гипотеза была экспериментально проверена в экспериментах
при микроклональном размножении высших растений Lonicera caerulea L. и Populus tremula L. В ре-
зультате проведенных работ установлено, что добавление экстракта из C. islandica в концентрации
10–50 мг/л в состав питательной среды увеличивало коэффициент размножения L. caerulea (на 31%)
и P. tremula (на 8%).Экспериментально доказана ризогенная активность экстракта лишайника в тех
же концентрациях (10–50 мг/л среды), схожая с активностью стриголактонов и гиббереллинов.
Также показано положительное влияние экстракта C. islandica (50 мг/л) на элонгацию микропобе-
гов обеих культур и геммогенез P. tremula. Предложенный подход позволяет оптимизировать иссле-
дования, направленные на выявление эффекта различных экстрактов на морфогенез растений in vi-
tro путем предварительного построения карты подобия содержащихся в экстрактах вторичных ме-
таболитов (в том числе по данным литературы) и известных регуляторов роста (в том числе
фитогормонов) с последующим прогнозированием действия экстракта.

Ключевые слова: Cetraria islandica, Lonicera caerulea, Populus tremula, брассиностероиды, вторичные
метаболиты, гиббереллины, клональное микроразмножение, лихестериновая кислота, протолихе-
стериновая кислота, ризогенез, стриголактоны, эпигейные лишайники, in silico
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ВВЕДЕНИЕ

Рост и развитие растений регулируют различ-
ные вещества: гормоны и соединения негормональ-
ной природы. Основные группы таких веществ и
физиология их действия уже давно описаны в лите-
ратуре. На заре развития биотехнологии и культу-
ры растительных клеток, в частности, исследова-
тели зачастую сначала добавляли в среду культи-
вирования тот или иной компонент, а лишь
потом определяли его действие на морфогенез.
Однако в ряде случаев существует необходимость
в знаниях о том, как те или иные вещества биоло-
гического синтеза могут влиять на рост и разви-
тие отдельных растительных объектов. Методы,

которые помогают предсказать механизм дей-
ствия вещества, исходя из химической структуры,
это быстрый, удобный и недорогой инструмент в
исследованиях физиологии растений. Почти все
модели in silico сегодня используют уже накоп-
ленную информацию о веществах и их токсично-
сти из существующих баз данных [1].

Лишайники (лихенезированые грибы) явля-
ются мультикомпонентным организмом, состоя-
щим из микобионта (гриб) и фотобионта (водо-
росль и/или цианобактерия). Благодаря данному
взаимодействию, лишайники выживали на про-
тяжении миллионов лет в экстремальных услови-
ях [2]. Занимая 8% суши [3], они сосуществуют с
другими организмами, включая высшие расте-
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ния, и данные взаимодействия исследованы не-
достаточно. Cetraria islandica (L.) Ach. широко
распространен по всему миру, в том числе почти
на всей территории РФ за исключением степей и
пустынь [4].

В качестве вторичных метаболитов ацетонового
экстракта из C. islandica ранее были описаны про-
тоцетраровая, сукцинпротоцетраровая, фумарпро-
тоцетраровая, виренсиновая, нефростериновая,
протолихестериновая, лихестериновая и рокце-
ляровая кислоты [5].

Известно, что наиболее изученный вторичный
метаболит лишайников – усниновая кислота, об-
ладает антимикробными свойствами в отноше-
нии грамположительных бактерий, микобакте-
рий, грибов, простейших, вирусов и водорослей
[6–8]. Также проводятся исследования цитоток-
сических свойств усниновой кислоты и других
метаболитов (более 20) различных лишайников
на раковых клетках человека [8]. Но влияние экс-
трактов лишайников на высшие растения изучено
недостаточно, несмотря на то, что исследования в
данном направлении имеют фундаментальное
значение, способное пролить свет на особенно-
сти межорганизменного взаимодействия лихени-
зированных грибов, как сложной многокомпо-
нентной системы с окружающей их природной
средой [9].

Основная масса исследований посвящена вли-
янию лишь усниновой кислоты на высшие расте-
ния, в частности на особенности транспиратор-
ной и фотосинтетической функций растений, в
то время как остальные метаболиты остались не
исследованы. В работе Лузиной с соавт., описано
влияние усниновой кислоты на витальность и ак-
тивность ростовых процессов высших растений
различных семейств: сосновые, злаковые, кре-
стоцветные, луковые, пасленовые и др. [9]. При
этом спектр исследований по данному соедине-
нию охватывал изучение влияния усниновой кис-
лоты на рост и развитие высших растений, пре-
имущественно сельскохозяйственных и хозяй-
ственно-ценных культур, на различных стадиях
онтогенеза: от проращивания семян до роста ге-
неративных побегов. Во многих работах отмечается
ингибирующее действие усниновой кислоты: на
прорастание семян табака (Nicotiana tabacum L.)
[10], на ростовые процессы иматурных особей то-
мата (Lycopersi conesculentum Mill.) [11, 12] и шпината
огородного (Spinacia oleracea L.) [13], на ризогенез
проростков кукурузы (Zea mays L.) и подсолнеч-
ника (Helianthus annuus L.) [14]. Также сообщается
об угнетающем действии усниновой кислоты на
древесные растения: дуб круглолистный (Quercus
rotundifolia Lam.) [15] и иву прелестную (Salix blanda
And.) [16]. Не исследованным остается вопрос об
аллелопатическом воздействии других вторич-
ных метаболитов и многокомпонентных экстрак-

тов лишайников на ростовые процессы и ризоге-
нез высших растений. Экстракты лишайников,
как и экстракты высших растений вероятно могут
обладать синергетическим эффектом взаимодей-
ствия входящих в их состав соединений и влиять
на физиологические процессы покрытосеменных
растений.

Исследования, направленные на моделирова-
ние и экспериментальное подтверждение биоло-
гической активности вторичных метаболитов
биологических объектов и в частности лишайни-
ков, открывают новые возможности для много-
стороннего их применения в различных сферах
хозяйственной деятельности человека.

Таким образом, целью исследования было
проведение in silico анализа вторичных метаболи-
тов ацетонового экстракта из лишайника С. is-
landica и изучение его влияния на морфогенные
процессы высших растений в культуре in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

In silico анализ регуляторной способности вто-
ричных метаболитов из C. islandiсa с использовани-
ем карты подобия. Для определения возможного
кандидата, среди известных вторичных метабо-
литов лишайника C. islandica, влияющего на мор-
фогенез высших растений, был проведен их срав-
нительный анализ со структурами известных фи-
тогормонов (базы данных ChEMBL Database
(ebi.ac.uk) и National Centerfor Biotechnology In-
formation (nih.gov)) с использованием метода
Стохастического вложения соседей с t-распреде-
лением (t-distributed Stochastic Neighbor Embed-
ding, t-SNE), что является алгоритмом машинного
обучения [17]. Структурные формулы были раз-
биты на, так называемые, кор-фрагменты (Core-
Fragment) и радикалы. На основе полученных
кор-фрагментов и алгоритма, включающего в се-
бя дескриптор отпечатков (FragFp), была постро-
ена карта распределения молекул согласно их
схожести. Максимально схожие молекулы (более
80%, FragFp > 0.8) были объединены в кластеры.

Получение экстракта. Таллом лишайника C. is-
landica (рис. 1) был собран в различных участках
сосняка-беломошника Красносельского района
Костромской области. Очищенные и высушен-
ные в сушильном шкафу (50°С, 4 ч) талломы ли-
шайника массой воздушно-сухого сырья 20.0053 г
подвергали экстрагированию в кипящем ацетоне
99.5% объемом 500 мл в течение 40 мин [18]. Экс-
трагирование в ацетоне позволяет извлечь широ-
кий спектр вторичных метаболитов. Экстракт
фильтровали и упаривали до объема 20 мл. Оса-
ждение вторичных метаболитов осуществляли
этиловым спиртом (добавляемый объем 15 мл).
После чего экстракт помещали в холодильный
шкаф (“Атлант” 4009–000, Беларусь) (5°С, 72 ч).
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Затем осадок концентрировали на центрифуге
MINISPIN (“EPPENDORF”, Германия) в мик-
ропробирках Эппендорф на 1.5 мл при 13000 об./мин.
в течение 40 с, надосадочную жидкость сливали,
осадок высушивали в сушильном лабораторном
шкафу ШС-80-01 (СКТБ СПУ, Россия) (80°С, 4 ч).

Растительный материал. В качестве модельных
объектов исследования использовали раститель-
ный материал в культуре in vitro осины триплоид-
ной (Populus tremula L.) и жимолости синей (Lon-
icera caerulea L.) сорта “Бакчарская”. Данные виды
являются наиболее удобными модельными объ-
ектами для исследования воздействия экстракта
C. islandica ввиду интенсивности роста микропо-
бегов на этапе клонального микроразмножения
на апробированных нами питательных средах и
скорости корнеобразования на этапе укоренения.
Кроме того, данные виды принадлежат к катего-
рии хозяйственно ценных и ягодных культур, что
определяет ценность оптимизации условий их
размножения и культивирования для дальнейше-
го плантационного выращивания.

Исследование влияния экстракта на морфогене-
тические процессы растений. Исследование влия-
ния экстракта лишайников на морфогенез выс-
ших растений осуществляли с использованием
культуры in vitro. В качестве контроля использо-
вали апробированный состав агаризованной пи-
тательной среды по прописи МС-среда [19]. При
культивировании в условиях in vitro стерильных
микрочеренков P. tremula в среду добавляли

0.05 мг/л 1-нафтилуксусной кислоты (“Sigma-Al-
drich”, США), а при культивировании L. caerulea
0.5 мг/л 6-бензиламинопурина (6-БАП) (“БиолоТ”,
РФ). В исследуемые варианты питательных сред
был добавлен экстракт лишайника C. islandica в
концентрациях 10, 50 и 500 мг на литр питатель-
ной среды (мг/л). Растения-регенеранты культи-
вировали в конических стеклянных сосудах объе-
мом 250 мл. В каждом сосуде было 30 мл пита-
тельной среды и по 30 растений. Морфогенную
активность микропобегов (длина микропобега,
количество узлов, коэффициент размножения, на-
чало ризогенеза, количество укорененных микро-
побегов и длину корней) оценивали на 35 сут куль-
тивирования.

Все эксперименты проводили в 3 повторно-
стях. Статистическая обработка данных была
проведена в Microsoft Excel с использованием па-
кета “Анализ данных”. Данные представлены в
виде среднего арифметического ± ошибка сред-
него (SEM). Значимость различий была опреде-
лена с использованием t-критерия Стьюдента,
при Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Активность некоторых вторичных метаболитов
C. islandica. Сравнительный анализ известных
вторичных метаболитов ацетонового экстракта из
C. islandica [5] показал, что только вторичные али-
фалические соединения (протолихестериновая и

Рис. 1. Cetraria islandica (L.) Ach.
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лихестериновая кислоты) по своей структуре схожи
с фитогормонами (окрашены в зеленый) (рис. 2).

Карта подобия отображает положение моле-
кул в зависимости от их схожести: вещества, от-
личающиеся по структуре, были распределены на
максимально дальнее расстояние, в то время как
похожие вещества были сконденсированы. Алго-
ритм программы выявляет родственные между
собой вещества и определяет их в кластеры (объ-
единены линиями). Окрашивание точек на карте
определяет процент схожести структурных фор-
мул веществ: от красного – схожести не наблюда-
лось (FragFp = 0); до зеленого – 100% схожесть
(FragFp = 1). Данный анализ позволяет выдви-
нуть гипотезу о возможном влиянии каждого ме-
таболита C. islandica в зависимости от их струк-
турного подобия тем или иным фитогормонам.

Среди вторичных метаболитов лишайника
C. islandica, описанных в литературе, лихестрино-
вая и протолихестериновая кислоты показали
наибольшую схожесть с cтриголактонами, мень-
шую – с гиббереллинами и еще меньшую с брас-
синостероидами (рис. 3). Из рис. 3 видно, что фу-
марпротоцетраровая кислота, перлатоловая кис-
лота и атранорин по структуре схожи между
собой, но отличаются от представленных фито-
гормонов с процентом схожести ниже 50.

Как известно, содержание протолихестрино-
вой кислоты в C. islandica составляет от 0.1 до 1.5%

сухой массы лишайника (в зависимости от места
сбора) [20].

Ранее Ingolfsdottir К. с соавт., было показано,
что экстракт петролейного эфира из C. islandica
полученный через 30 мин экстрагирования со-
держит примерно 0.03% протолихестариновой
кислоты (111 мкг протолихестериновой кислоты
в 397 мг полного экстракта) [20]. Активная кон-
центрация ацетонового экстракта из C. islandica
равная 50 мг/л может быть эквивалентна кон-
центрации протолихестериновой кислоты рав-
ной 0.015 мкг/л.

Cтриголактоны представляют собой неболь-
шую группу соединений, производных каротино-
идов, выделяемых из корней 80% наземных рас-
тений и обеспечивающих симбиотическую связь
с почвенной арбускулярной микоризой [21].
Cтриголактоны широко участвуют в регулирова-
нии роста корней, архитектуры побегов, старения
листьев, клубеньков и взаимодействия бобовых и
симбионтов, а также в ответе на различные внеш-
ние раздражители, такие как абиотические и био-
тические стрессы [22, 23]. Эти функциональные
свойства cтриголактонов нашли широкое приме-
нение в генной инженерии сельскохозяйствен-
ных культур с целью улучшения продуктивности
растений и увеличения урожая [23].

Гиббереллины участвуют в регуляции росто-
вых процессов клеток, что проявляется в удлине-

Рис. 2. Карта подобия структур молекул вторичных метаболитов лишайников C. islanlica и молекул фитогормонов.
Цвет от красного к зеленому обозначает процент схожести: от 0 до 100%. Вещества со структурным подобием более
80% (FragFp > 0.8) объединены в кластеры.
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нии стебля, корней и развивающихся органов
цветков [24]. Высокая схожесть лихестериновой и
протолихестнеиновой кислот, являющихся вто-
ричными метаболитами лишайников C. islandica,
со стриголактонами и гиббереллинами может
объяснить стимулирование ризогенеза у объектов
исследования. Как известно, концентрация мно-
гих фитогормонов при низких концентрациях яв-
ляется стимулирующей, но при повышении кон-
центраций они подавляют рост растений. В на-
шем случае мы наблюдали данный эффект при
повышении концентрации до 500 мг/л.

Анализируя опубликованные данные [25, 26]
было обнаружено, что стриголактон GR24 оказал
положительное влияние на прорастание семян

Pinguicula ramosa в концентрации 3 нМ (= 0.895 ×
× 103 мг/л), при концентрации 3–30 мкМ
(= 0.895 мг/л – 8.949 мг/л) данный фитогормон
ингибировал рост первичного корня [26]. Другие
стриголактоны – стригол и оробанчол, индуци-
ровали прорастание семян Oroban cheminor при
концентрации 0.001 мкМ (= 0.35 × 103 мг/л)
(CHEMBL3045114). Концентрация гибберелли-
нов, необходимая для прорастания семян, значи-
тельно выше необходимой концентрации стриго-
лактонов. Например, было опубликовано, что
концентрация гиббереллинов необходимая для
прорастания семян Cyclamen составила 50 мг/л
[27]. В отношении Lactuca sativa гиббереллин
(+)-гиббереллиновая кислота продемонстриро-

Рис. 3. Графики распределения значений схожести вторичных метаболитов из лишайника C. islanlica с фитогормона-
ми в зависимости от их класса (представители разных классов отражены на отдельном графике). По оси абсцисс каж-
дого графика расположены фитогормоны, по оси ординат – значения FragFp.
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вала ингибирующее действие на прорастание се-
мян при концентрации 1 мМ (= 350 мг/л)
(CHEMBL3046139).

Концентрация протолихестериновой кисло-
ты, выше рассчитанная по опубликованным дан-
ным [21] лежит в диапазоне активных концентра-
ций для стриголактонов. Таким образом, можно
выдвинуть гипотезу, что протолихестариновая
кислота (одна или в комбинации с другими ком-
понентами экстракта) является компонентом ин-
дуцирующим ризогенез.

Брассиностероиды представляют собой груп-
пу стероидных гормонов, играющих важную роль
в физиологии развития и роста растений. Переда-
ча сигналов брассиностероидов способствует де-
лению клеток, а также играет роль в этиоляции.
Недавние исследования показали, что брассино-
стероиды участвуют в процессе образования
цветков, формирования архитектуры соцветий и
других аспектах репродуктивных процессов рас-
тений [28].

Экстрагирование. Количественное содержание
ацетонового экстракта из C. islandica составляло
2.1–5.2 мг/г воздушно-сухого сырья. На основе
опубликованных научных данных можно заклю-
чить, что ацетоновый экстракт из C. islandica со-
держит протоцетраровую, сукцинпротоцетраро-

ваую, фумарпротоцетраровую, виренсиновую,
нефростериновую, протолихестериновую, лихе-
стериновую и рокцеляровую кислоты [5].

Влияние экстракта из C. islandica на морфогенез
P. tremula и L. caerulea. В рамках данного исследо-
вания было изучено воздействие экстракта из
C. islandica на активность ростовых процессов,
геммогенез, коэффициент размножения и ризо-
генез модельных объектов – P. tremula и L. caeru-
lea. Экспериментальные результаты влияния изу-
чаемого экстракта на морфогенез модельных объ-
ектов представлены на рис. 4.

На основе полученных данных можно заклю-
чить, что для P. tremula экстракт из C. islandica в
концентрации 10 мг/л не имеет достоверного
влияния на удлинение побегов. Увеличение кон-
центрации до 50 мг/л оказывает незначительное,
но достоверное положительное действие на дан-
ный параметр роста. Однако дальнейшее увели-
чение концентрации экстракта до 500 мг/л ведет к
ингибированию ростовых процессов P. tremula.
Для культивируемых эксплантов L. caerulea вне-
сение в питательную среду экстракта из лишай-
ника C. islandica оказывало достоверное влияние
на увеличение длины побегов в сравнении с кон-
тролем. Однако изменение длины эксплантов
при концентрациях 10 мг/л и 50 мг/л экстракта не

Рис. 4. Влияние экстракта из лишайника Cetraria islandica (L.) Ach на витальность и морфогенную активность микро-
побегов1 – P. tremula и 2 – L. caerulea в культуре in vitro: а) на длину микропобега; б) на количество узлов; в) на коэф-
фициент размножения; г) на вирификацию.* – при Р < 0.05;** – при Р < 0.01; *** – при Р < 0.001.
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различались. Внесение в среду культивирования
500 мг/л экстракта для L. caerulea так же, как и для
P. tremula приводило к замедлению роста в длину
эксплантов. Характерным для обеих культур явля-
лось увеличение длины микропобега на питатель-
ной среде с добавлением экстракта C. islandica по
сравнению с контролем (на 5 и 7% при концен-
трациях 10 и 50 мг/л у P. tremula соответственно;
на 12 и 13% при концентрациях 10 и 50 мг/л у
L. caerulea соответственно). Данный эффект со-
ответствует действию гиббереллинов [24]. При
этом наблюдается различие роста структур, при-
водящих к увеличению длины микропобега: в
случае P. tremula увеличение длины ассоциирова-
но с образованием большего количества узлов на
побеге (на 18 и 6% при концентрациях 50 и
500 мг/л), в случае же L. caerulea увеличение дли-
ны побега происходит большей частью за счет ро-
ста междоузлий, так как увеличения количества
узлов на побеге по сравнению с контролем не на-
блюдается (рис. 5).

Внесение в питательную среду 10 мг/л экстрак-
та лишайника оказывало незначительное негатив-
ное влияние на формирование почек эксплантами
P. tremula в сравнении с контролем (рис. 4б).

Увеличение же концентрации до 50 мг/л при-
водило к достоверному увеличению геммогенеза.
Как и для удлинения побегов концентрация в
500 мг/л экстракта в среде культивирования тор-
мозила процессы формирования эксплантами
P. tremula новых почек. Для L. caerulea концентра-
ции экстракта 10 мг/л и 500 мг/л не имели досто-
верного различия по оказываемому действию на

геммогенез с контролем. Наиболее эффективное
действие при этом оказывала концентрация в
50 мг/л, при которой наблюдали формирование
5.9 ± 0.2 новых почек.

Одним из показателей, характеризующим эф-
фективность клонального микроразмножения,
на который мы обращали внимание, являлся ко-
эффициент размножения. Некоторыми авторами
принимается за коэффициент размножения при
микроклональном размножении растений коли-
чество почек, сформированных побегом в про-
цессе культивирования, однако зачастую “стан-
дартных” эксплантов, пригодных для последую-
щего использования оказывается несколько
меньше. Добавление в среду для культивирова-
ния модельных растительных объектов экстракта
из C. islandica не оказывало существенного влия-
ния на коэффициент размножения P. tremula
(наибольшее значение коэффициента размноже-
ния для P. tremula наблюдали при концентрации
экстракта в среде 50 мг/л – 3.01, по сравнению с
контролем – 2.80), значимого различия не на-
блюдали даже для концентрации экстракта
500 мг/л (рис. 4в). В то же время коэффициент
размножения L. caerulea при внесении в среду
экстракта из лишайника во всех исследуемых
концентрациях имел достоверное различие с кон-
тролем и оказывал положительное действие.

Добавление экстракта лишайника позволило в
разной степени увеличить коэффициент размно-
жения обеих культур: на 8% при концентрации
50 мг/л в случае P. tremula и на 29 и 31% в случае
L. caerulea при концентрациях 30 и 50 мг/л соот-

Рис. 5. Рост микропобегов на питательной среде с добавлением экстракта эпигейных лихенизированных грибов в кон-
центрации 50 мг/л (справа) и на контрольной среде (слева) на 35 сут. культивирования: а – P. tremula, б – L. caerulea.

(a) (б) (в) (г)
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ветственно. Полученные результаты позволяют
предположить, что данный эффект обусловлен
увеличением количества узлов и длины междо-
узлий, что позволяет разделить микропобег на
большее количество метамеров при клональном
микроразмножении в случае их близкого распо-
ложения.

Таким образом, при добавлении в состав пита-
тельной среды экстракта лишайника в концен-
трации до 50 мг/л мы наблюдали увеличение ко-
эффициента размножения обеих культур, а также
увеличение длины микропобега (за счет роста
междоузлий у L. caerulea и образования большего
количества узлов у P. tremula).

Витрификация – негативное явление в культуре
ткани растений, обусловленное обводненностью
тканей экспланта, приводящее чаще всего к их
гибели и уменьшению коэффициента размноже-
ния. Экстракт из C. islandica в отношении экс-
плантов P. tremula увеличивал выход витрифици-
рованных побегов во всех исследуемых концен-
трациях (рис. 4г).

Положительное действие экстракта на витри-
фикацию побегов было отмечено в отношении
эксплантов L. caerulea. Так 50 мг/л экстракта из
C. islandica в среде культивирования демонстри-
ровало снижение количества витрифицирован-
ных побегов на 10–15% по сравнению с контро-

лем. Меньшая доза внесения экстракта (10 мг/л)
не оказывала существенного влияния на витри-
фикацию эксплантов L. caerulea, в то же время
увеличение концентрации экстракта до 500 мг/л
приводило к увеличению данного показателя для
эксплантов. Отсутствие выраженного негативно-
го влияния наблюдается в случае L. caerulea: при
концентрациях экстракта 10 и 50 мг/л процент
витрифицированных и этиолированных микро-
побегов (желтоватой окраски, с сильно вытяну-
тым стеблем, слабым развитием листьев) не пре-
вышал контроль (10, 9 и 11% соответственно).

До настоящего момента не было изучено вли-
яние вторичных метаболитов в составе экстракта
лихенизированных грибов на активность ризоге-
неза высших растений, в соответствии с чем, мы
видим необходимость проведения данного иссле-
дования (рис. 6).

Было отмечено положительное влияние экс-
тракта из талломов C. islandica в концентрациях от
10 до 500 мг/л на ризогенез P. tremula и L. caerulea
(рис. 6а). Так, время образования корней на экс-
плантах P. tremula сокращалось при концентра-
ции 10 мг/л экстракта в среде культивирования с
14 до 11 сут. по сравнению с контролем, увеличе-
ние концентрации до 50 мг/л сокращало время
ризогенеза до 10 сут. Наступление начала ризоге-
неза у L. caerulea происходит в более поздние сро-

Рис. 6. Влияние экстракта из лишайника Cetraria islandica (L.) Ach на ризогенез микропобегов 1 – P. tremula и 2 – L. caeru-
lea в культуре in vitro на: а) начало ризогенеза; б) количество укорененных микропобегов; в) длину корня. * – при
Р < 0.05;** – при Р < 0.01; *** – при Р < 0.001.
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ки, однако в целом тенденция, характерная для
P. tremula, сохранялась: начало формирования и
роста корней происходило в более ранние сроки
при концентрации экстракта 10 мг/л (30 сут.) по
сравнению с контролем (35 сут.), а при концен-
трации экстракта 50 мг/л – 25 сут. Таким образом,
можно заключить, что вторичные метаболиты ли-
шайника C. islandica в концентрации 10–50 мг/л
среды оказывают стимулирующее воздействие на
ризогенез культур P. tremula и L. caerulea в услови-
ях in vitro.

В ходе исследования было отмечено положи-
тельное влияние вторичных метаболитов C. is-
landica на количество укорененных микропобегов
как для L. caerulea, так и P. tremula. Добавление в
питательную среду экстракта в концентрации
10 мг/л повышало процент укорененных микро-
побегов P. tremula на 19%, а при 50 мг/л – на 31%
по сравнению с контролем. Дальнейшее повыше-
ние концентрации экстракта в среде снижало коли-
чество укорененных побегов P. tremula (рис. 6б).

В случае L. caerulea отмечали меньший про-
цент укоренения, но при этом сохраняется тен-
денция к увеличению числа укорененных побегов
на среде с концентрацией экстракта от 10 до
50 мг/л на 5–10% соответственно по сравнению с
контролем.

Аналогичную ситуацию наблюдали в отноше-
нии средней длины корня: при увеличении кон-
центрации до 50 мг/л происходило увеличение
средней длины корня как для L. caerulea, так и
P. tremula в сравнении с контролем. Дальнейшее
повышение концентрации снижало данный эф-
фект (рис. 6в).

Резюмируя выше обозначенное, можно за-
ключить, что экстракт из лихенизированных гри-
бов C. islandica в концентрации 10–50 мг/л обла-
дает действием на P. tremula и L. caerulea, подоб-
ным активности стриголактонов и гибберелинов
при культивировании их в условиях in vitro, сти-
мулируя более раннее начало ризогенеза микро-
побегов, а также непосредственно рост корней.
Кроме того, на средах с добавлением 10–50 мг/л
экстракта лишайников наблюдается больший
рост междоузлий микропобегов, что свидетель-
ствует об эффекте, индуцирующем растяжение
клеток и процесс корнеобразования. В соответ-
ствии с полученными данными определена опти-
мальная концентрация в 50 мг/л ацетонового экс-
тракта из C. islandica, приводящая к увеличению
коэффициента размножения P. tremula и L. caeru-
leaи повышению процента укоренения микропо-
бегов при минимальной их витрификации.

Ввиду наличия в талломах C. islandica вторич-
ных метаболитов, спектр применения которых
достаточно широк, имеется необходимость изу-
чения перспективы получения данных соедине-
ний при культивировании как компонентов ли-

хенизированных грибов, так и их ассоциаций, в
условиях in vitro [28].

Таким образом, экспериментально подтвер-
ждена гипотеза, сформулированная на основе
in silico анализа о гиббереллиноподобном и стри-
голактонподобном воздействии некоторых ве-
ществ из C. islandica на примере культуры in vitro
P. tremula и L. caerulea.
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